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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AAS atomic absorption spectroscopy; atomska absorbcijska spektroskopija 
 
Ag ND  nanodelci srebra 
 
Au ND nanodelci zlata 
 
BSA bovine serum albumin; goveji serumski albumin 
 




PS prebavni sok 
 
SDS sodium dodecyl sulfate; natrijev dodecilsulfat 
 
sp-ICP-MS single particle inductively coupled plasma mass spectrometry; masna 
spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo 
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Nanomateriali so naravno, naključno nastali, ali umetni materiali. Obstajajo v obliki 
nepovezanih delcev, agregatov ali aglomeratov, v katerih ima glede na številčno porazdelitev 
velikosti polovica ali več delcev eno ali več zunanjih dimenzij velikosti od 1 nm do 100 nm 
(Commision recommendation (EC) No. 696/2011). V primeru nanodelcev (ND) gre torej za 
delce z vsaj eno dimenzijo manjšo od 100 nm (Christian in sod., 2008). Zaradi svojevrstnih 
lastnosti so ND vključeni v različne izdelke in procese. Danska spletna stran The 
Nanodatabase (www.nanodb.dk) navaja, da je na trgu trenutno 3037 izdelkov, ki vsebujejo 
nanomateriale. Letna proizvodnja ND v letu 2010 naj bi bila po ocenah Keller in sod. (2013) 
od 260 000 do 309 000 ton. Zaradi naraščajoče rabe ND je potrebno preučiti, kakšno tveganje 
predstavljajo za okolje. Obstaja že veliko podatkov o potencialni strupenosti ND za okolje, 
precej manj pa je podatkov o njihovi usodi v okolju, npr. o pretvorbah (transformacijah) v 
okolju, prenosu po prehranjevalni verigi, bioakumulaciji v organizmih in okolju, ipd.  
 
1.1 PROBLEM IN CILJ MAGISTRSKE NALOGE  
 
Fizikalno-kemijske lastnosti nanodelcev so odvisne od okolja, v katerem so. Največ je 
znanega o tem, kako se ND spreminjajo v različnih vodnih testnih medijih. V vodnem okolju 
se lahko raztapljajo, spreminjata se njihova velikost in naboj. Tudi rezultati raziskav 
raztapljanja ND v tleh kažejo, da je raztapljanje odvisno od velikosti delcev, lastnosti medija 
in specifično za določene ND (Ag-, ZnO-, Cu ND) (Garner in Keller, 2014). Vendar pa 
podatki o transformaciji ND v vodnih medijih ali v tleh niso dovolj za oceno transformacije 
ND v organizmih. Zaenkrat obstaja zelo malo podatkov o tem, kako se ND spremenijo 
(transformirajo) znotraj organizma. Dosedanje študije z enakonožcem Porcellio scaber so 
pokazale, da se raztapljanje ND v črevesju močno poveča. To so ugotovili predvsem 
posredno z merjenjem nakopičenih kovin v prebavni žlezi (Pipan-Tkalec in sod., 2011; 
Golobič in sod., 2012; Novak in sod., 2013; Romih in sod., 2015, 2016b), vendar pa direktnih 
dokazov o tem, kako se ND spreminjajo v prebavnem soku, nimamo. 
 
Glavni cilj naloge je bil proučiti, kako se raztapljanje Ag-, Au- in CuO ND spremeni pod 
vplivom simuliranega nevretenčarskega prebavnega soka. Prvi cilj naloge je bil razviti 
protokol za določanje in vitro raztapljanja v nevretenčarskem prebavnem soku, saj je 
tovrstna študija prva na področju. Kot primerjavo smo spremljali tudi raztapljanje ND v vodi. 
Rezultate smo primerjali z asimilacijo kovin v prebavni žlezi, kar smo določili v in vivo 
prehranjevalnem poskusu z enakonožci P. scaber. Z in vivo testnim sistemom smo 
ugotavljali, ali se kopičijo samo kovine, ki jih organizem zaužije, ali pa se ND dodatno 
raztapljajo v črevesju organizma.
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Postavili smo naslednje predpostavke:  
 
1. Raztapljanje nanodelcev v vodi je manjše kot v prebavnem soku zaradi prisotnosti 
surfaktantov in proteinov v slednjem.  
 
2. Prisotnost prostih kovinskih ionov v simuliranem prebavnem soku je odvisna 
predvsem od potenciala nanodelcev za raztapljanje in vezavo z različnimi 
makromolekulami, ki so prisotne v prebavnem traktu. 
 
3. Pričakujemo, da bodo in vitro rezultati primerljivi s tistimi pridobljenimi v in vivo 
prehranjevalnih poskusih.  
 
4. Pričakujemo, da bomo z uporabo tehnike sp-ICP-MS dokazali, da se nanodelci ne 
kopičijo v prebavni žlezi.
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PROBLEMATIKA NANODELCEV 
 
Med nanodelci se najpogosteje uporabljajo kovine in kovinski oksidi, kot so Ag, Au, ZnO, 
CuO, TiO2 in FeO. Umetni ND imajo edinstvene fizikalne, kemijske in biološke lastnosti, 
ki spodbujajo rast njihove rabe v industriji in so predmet številnih znanstvenih raziskav 
(Tourinho in sod., 2012). Nanodelci se uporabljajo na področju kozmetike, tekstila, 
prehrane, energetike, arhitekture, biomedicine, kemikalij in premazov, katalizatorjev, 
elektronike in varovanja okolja (Tourinho in sod., 2012; Gaillet in Rouanet, 2015).  
 
Zaskrbljujoč je naraščajoč trend obremenjevanja okolja z umetno proizvedenimi delci. 
Nanodelci vstopajo v okolje tekom industrijske proizvodnje, transporta, rabe izdelkov in 
odlaganja odpadkov (Tourinho in sod., 2012). Premazi, barve, barvila in izdelki za osebno 
nego predstavljajo največjo obremenitev okolja z ND (Keller in sod., 2013; Keller in 
Lazareva, 2014). Pomemben vir ND so očiščene vode in aktivno blato iz čistilnih naprav 
(Slika 1) (Tourinho in sod., 2012; Keller in sod., 2013). V aktivnem blatu naj bi se 
zadržalo do 99 % TiO2, ki pride v čistilne naprave z odpadnimi vodami (Johnson in sod., 
2011). Uporaba aktivnega blata na kmetijskih površinah naj bi bila največji vnos ND v 
talne ekosisteme (Tourinho in sod., 2012).  
 
 
Slika 1: Odpadne vode in aktivno blato iz čistilnih naprav so največji vir nanodelcev. (Holden in sod., 2016: 
6125)
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2.2 KRATKA PREDSTAVITEV  NANODELCEV UPORABLJENIH V NALOGI 
 
2.2.1 Nanodelci srebra (Ag ND) 
 
Med proizvedenimi nanodelci je najpogostejša uporaba Ag ND. Srebro izkoriščamo že 
stoletja zaradi protimikrobnega delovanja (McGillicuddy in sod., 2017). V antični Grčiji 
in Egiptu so Ag uporabljali za zatiranje okužb. Za isti namen so Ag uporabljali tudi v času 
1. svetovne vojne, pred odkritjem antibiotikov. Danes protimikrobne učinke Ag ND 
izkoriščamo v kozmetiki, oblačilih, obutvi, detergentih, prehranskih dodatkih, vodnih 
filtrih, telefonih, računalnikih, igračah in čistilnih napravah (Bondarenko in sod., 2013). 
Srebrovim nanodelcem pripisujejo tudi visoko električno in termično prevodnost 
(McGillicuddy in sod., 2017). Svetovna produkcija Ag ND je bila ocenjena na 55 t Ag 
ND letno (Piccinno in sod., 2012). Tako razširjena raba zahteva preučitev usode oziroma 
vplivov Ag ND v okolju.  
 
Srebrove nanodelce smo uporabili v nalogi, saj študije kažejo, da se Ag ND dobro 
raztapljajo v zemlji (Shoults-Wilson in sod., 2011) in v vodnem mediju (Bondarenko in 
sod., 2016). V destilirani vodi se je po 24 urah raztopilo skoraj 50 % Ag ND (Bondarenko 
in sod., 2016). Raztapljanje Ag ND je odvisno od tipa stabilizacije delcev, velikosti, 
koncentracije ter predvsem testnega medija, v katerem so (Liu in Hurt, 2010; He in sod., 
2013; Zhang in sod., 2016). Velikokrat so prosti Ag+ v suspenziji Ag ND prisotni še kot 
ostanek sinteze (Romih in sod., 2016b).  
 
2.2.2 Nanodelci bakrovega oksida (CuO ND) 
 
V primerjavi z Ag ND je uporaba CuO ND manj obsežna. Najbolj pomembno področje 
uporabe CuO ND je elektronika in tehnologija. Zaradi edinstvenih termičnih lastnosti jih 
uporabljajo pri izdelavi polprevodnikov in elektronskih čipov. Potencialna uporaba CuO 
ND so tudi senzorji plina, sončne celice in litij-ionske baterije. Ker inhibirajo rast 
mikroorganizmov in imajo protivirusne učinke, se CuO ND uporabljajo v maskah za 
obraz, prevezah za rane in nogavicah (Bondarenko in sod., 2013). Raztapljanje CuO ND 
v destilirani vodi je načeloma manjše kot za Ag ND,  npr. za določene CuO ND je bil 
delež prostih ionov le 9,2 % (Bondarenko in sod., 2016).  
 
2.2.3 Nanodelci zlata (Au ND) 
 
Zlato je imelo že od nekdaj pomembno estetsko vrednost. Poleg tega so koloidno Au v 
srednjem veku uporabljali za zdravljenje različnih bolezni, kot so srčno-žilne, spolno 
prenosljive bolezni, griža, epilepsija, tumorji in pri diagnozi sifilisa. Zaradi elektronskih, 
magnetnih, katalitičnih in optičnih lastnosti število raziskav in uporabe Au ND narašča. 
Nanodelce zlata uporabljamo na področjih biosenzorjev, katalizatorjev, elektronike, 
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kozmetike in medicine (zdravljenje raka) (Škarková in sod., 2016). Veljajo za najbolj 
stabilne kovinske ND, kar pomeni da so pod fiziološkimi pogoji netopni (Daniel in sod., 
2004).  Prav iz tega razloga smo v poskuse vključili Au ND, kot nasprotje Ag- in CuO 
ND, ki kažejo potencial raztapljanja v vodnem mediju.  
 
2.3 USODA NANODELCEV V OKOLJU 
 
Kaj se bo zgodilo z nanodelci, ki končajo v okolju, je odvisno od lastnosti ND, lastnosti 
okolja in interakcij med ND in okoljem. Procesi, kot so raztapljanje, tvorba 
agregatov/aglomeratov, usedanje, vezava na površino trdnih snovi in kemijske 
modifikacije, vplivajo na transport, stabilnost in biološko dostopnost ND. Več študij je 
zaključilo, da so za usodo ND v tleh ključni velikost ND in agregatov, naboj na površini 
ter lastnosti okolja (pH, ionska jakost, organska snov, vsebnost gline) (Garner in Keller, 
2014). 
 
Dejavniki, ki vplivajo na transport nanodelcev običajno določajo tudi njihovo stabilnost 
v tleh. Večji kot so delci, manj so mobilni. Nanodelci lahko tvorijo agregate in 
aglomerate, s čimer se povečuje stik ND s trdno komponento tal. Interakcija med ND in 
tlemi pa je odvisna od površinskega naboja obeh komponent in fizikalno-kemijskih 
lastnosti tal (predvsem pH, ionska jakost). Z vezavo trdne snovi na površino ND in zaradi 
spontanih kemijskih reakcij se spremeni površina ND in njihova nadaljnja usoda 
(Tourinho in sod., 2012). Rezultati raziskav raztapljanja ND v tleh kažejo, da je 
raztapljanje odvisno od velikosti ND, lastnosti medija in specifično za določene ND (Ag, 
ZnO, Cu ND) (Garner in Keller, 2014). Nekateri kovinski ND (TiO2-, Au ND) so slabo 
topni, tvorijo agregate in aglomerate in so zato v okolju stabilni. Obstojnost ND v okolju 
pa je povezana z večjo dostopnostjo ND in kovin organizmom (Tourinho in sod., 2012). 
 
2.4 USODA NANODELCEV V ORGANIZMIH S POUDARKOM NA 
ENAKONOŽCIH 
 
Talni nevretenčarji so izpostavljeni kovinskim nanodelcem v tleh in v površinskem 
listnem opadu (Vijver in sod., 2006). Imajo pomembno vlogo pri razgradnji organskega 
materiala oziroma pri kroženju snovi v tleh, zato so primerni za študije vpliva ND (Pipan-
Tkalec in sod., 2010). V nadaljevanju smo na kratko povzeli trenutna znanja o kopičenju 
kovin v kopenskih rakih ter o transformaciji ND v organizmih.  
 
2.4.1 Bioakumulacija kovin 
 
Bioakumulacija kovin je dinamičen proces. Odvisna je od fizikalno-kemijskih lastnosti 
kovin, okolja, fiziologije organizma in časa izpostavljenosti (Vijver in sod., 2006). 
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Organizmi kovine privzemajo aktivno ali pasivno. Pot vnosa kovin je preko dihalnega, 
prebavnega sistema ali telesne površine (Vijver in sod., 2006; Garner in Keller, 2014).  
 
Pred kvarnimi učinki kovin se organizmi zaščitijo z različnimi mehanizmi. Lahko gre za 
izogibanje kontaminirani hrani, skladiščenje kovin v inertni obliki, v specifičnih organih 
ali izločanje presežka (Ardestani in sod., 2014). Deževniki Eisenia fetida z aktivnim 
izločanjem regulirajo koncentracije Zn (Spurgeon in Hopkin, 1999), predstavniki vrst 
Lumbricus rubellus in Allolobophora caliginosa pa skladiščijo Cd v kloragognem tkivu 
(Ireland in sod., 1981). Skakači Orchesella cincta shranijo Pb za kratek čas v granulah 
epitela prebavnega sistema in ga kasneje izločijo v lumen (Van Straalen in sod., 1987). 
Kadar je eliminacija kovin počasna ali je sploh ni (npr. v primeru neesencialnih kovin), 
lahko pride do strupenosti in potencialne biomagnifikacije kovin v prehranjevalni verigi 
(Ardestani in sod., 2014).  
 
Enakonožci so med bolj primernimi modelni organizmi za študijo bioakumulacije kovin. 
V primerjavi z drugimi talnimi živalmi v svojih tkivih akumulirajo višje koncentracije 
kovin, kot so Zn, Cd, Cu in Pb. Glavna pot vnosa kovin je preko prebavil (Pipan-Tkalec 
in sod., 2010). Glavno mesto skladiščenja kovin je prebavna žleza ali hepatopankreas 
(Hopkin, 1989).  
 
Vse študije nakazujejo, da se v prebavni žlezi enakonožcev kopičijo le kovine, ND pa v 
žlezo ne vstopijo. Kopičenje kovin v celicah prebavne žleze so dokazali v primeru 
izpostavljenosti enakonožcev različnim ND: Ag- (Pipan-Tkalec in sod., 2011; Tourinho 
in sod., 2016), ZnO- (Pipan-Tkalec in sod., 2010), CuO- (Golobič in sod., 2012) in 
CoFe2O3 ND (Novak in sod., 2013; Romih in sod., 2015). Nanodelci se v prebavnem 
traktu raztapljajo, v celice prebavne žleze pa se asimilirajo ioni kovin (Pipan-Tkalec in 
sod., 2010, 2011; Golobič in sod., 2012; Novak in sod., 2013; Tourinho in sod., 2016). V 
prid raztapljanju ionov z ND kovin govorijo naslednje ugotovitve študij z enakonožci. 
 
Izkazalo se je, da je asimilacija kovin pri izpostavljenosti CuO- (Golobič in sod., 2012) 
in CoFe2O4 ND večja, kot bi pričakovali glede na koncentracijo ionov kovin v založni 
suspenziji ND (Romih in sod., 2015). To lahko razloži dodatno raztapljanje ionov z ND. 
S poskusom z Ag ND so dokazali, da ND v celice prebavne žleze kovine ne vstopajo. V 
celicah, v katerih se je akumuliralo Ag, niso našli agregatov, ki bi jih lahko povezali s 
privzemom Ag ND (Pipan-Tkalec in sod., 2011). Kopičenje Cu in Zn je v prebavni žlezi 
v primeru izpostavljenosti ND (CuO- in ZnO ND) podobno kot v primeru soli, (Cu(NO3)2 
in ZnCl2) (Pipan-Tkalec in sod., 2010; Golobič in sod., 2012). Za kobalt so ugotovili, da 
se kopiči na istih mestih v obliki granul v žlezi, če so enakonožci izpostavljeni CoFe2O3 
ND ali CoCl2 (Novak in sod., 2013). Poleg tega se v hepatopankreasu ni kopičilo Fe, kar 
je še en dokaz, da CoFe2O3 ND v žlezo ne prehajajo (Romih in sod., 2015). Kopičenje 
kovin je v prebavni žlezi omejeno. V študiji s Cu ND so ugotovili, da je koncentracija 
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akumuliranega Cu podobna v primeru izpostavitve Cu ND koncentracije 2000 µg Cu/g 
in 5000 µg Cu/g (Golobič in sod., 2012). 
 
Zaradi vseh teh opaženih lastnosti kopičenja kovin v enakonožcih lahko zaključimo, da 
samo kemijske metode določanja prostih kovinskih ionov v založni suspenziji ND ne 
zadostujejo pri vrednotenju biološke dostopnosti ND. Nujno je, da jih dopolnimo z in vivo 
(Romih in sod., 2015) oziroma z in vitro poskusi. 
 
2.4.2 Transformacije nanodelcev v organizmu 
 
Nanodelci so v prebavnem traktu živali izpostavljeni popolnoma drugačnim 
biokemijskim pogojem kot v zunanjem okolju in so podvrženi različnim transformacijam. 
Raztapljanje ND je glavni proces, ki določa njihovo biološko dostopnost. Četudi živali 
delno raztopljene ND izločijo, je spremenjen njihov transport, reaktivnost in privzem s 
strani drugih organizmov v okolju (Mayer in sod., 1996). 
 
V prebavnem traktu so kovine in kovinski oksidi izpostavljeni različnim komponentam 
črevesne vsebine. Romih (2016) je na podlagi doktorske disertacije in predhodnih študij 
predlagala več mehanizmov, po katerih naj bi prišlo do raztapljanja ND v prebavnem 
soku P. scaber. Proteini, surfaktanti in druge komponente prebavnega soka se lahko 
vežejo na ND in povzročijo disperzijo aglomeratov/agregatov. Surfaktanti vplivajo na 
deaglomeracijo, preprečujejo nadaljnjo aglomeracijo ali aglomerate in agregate 
vključujejo v notranjost micel. Navedeni procesi povečujejo raztapljanje zaradi povečane 
specifične površine ND. Vpliv na sproščanje ionov s površine ND imajo tudi proteini. 
Kovinski ioni na površini ND tvorijo komplekse z aminokislinami (AK) v proteinih. Ko 
pride do desorbcije proteinov s površine ND, se z njimi prenesejo v raztopino tudi ioni. 
Omenjene procese pospešuje še mešanje vsebine prebavnega trakta pod vplivom 
peristaltike. 
 
2.5 MODELNI ORGANIZEM PORCELLIO SCABER 
 
Kopenski raki enakonožci spadajo v podred Oniscidea (red Isopoda), ki je edini takson 
znotraj poddebla Crustacea, katerega predstavniki so uspešno naselili kopenske habitate 
(Hornung in Farkas, 1998). So vsesplošno razširjeni po svetu in so prisotni v velikem 
številu v različnih kopenskih habitatih. Poseljujejo zgornjo plast tal in listni opad v 
urbanih in naravnih življenjskih prostorih. Po velikosti jih uvrščamo med mezo- in 
makrofavno (Drobne, 1997). So omnivori, a se v glavnem prehranjujejo s propadajočim 
rastlinskim materialom (Kostanjšek 2002). Imajo pomembno vlogo v procesu 
dekompozicije ter razvoju tal (Zimmer, 2002). Za talno mezofavno so pomembni z vidika 
fragmentacije rastlinskega materiala (Hornung in Farkas, 1998), poleg tega spodbujajo 
Medvešček N. Transformacije nanodelcev v prebavnem traktu kopenskega raka enakonožca in vitro. 




mikrobno aktivnost in vplivajo na razširjanje mikroorganizmov z iztrebki (Zimmer, 
2002). 
 
Med predstavniki enakonožcev je Porcellio scaber najbolj primerna vrsta za monitoring 
biološke dostopnosti kovin v kopenskih habitatih (Hornung in Farkas, 1998). Hornung in 
Farkas (1998) navajata naslednje razloge za izbiro P. scaber za modelni organizem: 
vsesplošna razširjenost po Evropi, široka strpnostna krivulja, dovolj veliko telo za 
uporabo v poskusih in reprodukcijska strategija z več legli na leto.  
 
2.5.1 Prebavni trakt 
 
Glavna pot privzema kovin pri enakonožcih je preko prebavnega sistema (Pipan-Tkalec 
in sod., 2010). Prebavilo je enostavna ravna cev, ki ga ločimo na kratko sprednje črevo 
(želodec), srednje (prebavna žleza) in zadnje črevo (Zimmer, 2002). Pri opisu prebavnega 
trakta smo se omejili na prebavno žlezo, ki je najpomembnejši organ za skladiščenje 
kovin (Hopkin, 1989). 
 
2.5.1.1 Prebavna žleza 
 
Prebavno žlezo ali hepatopankreas predstavljata dva para slepo zaprtih cevk, ki prosto 
ležita v telesni votlini. Za žlezo je značilna sekrecija prebavnih encimov in je glavno 
mesto absorbcije hranil. Tkivo gradita dva tipa celic, velike celice B in majhne celice S 
(Slika 2). Celice B sodelujejo v sekreciji in absorbciji, so skladišče glikogena in lipidov, 
medtem ko je za celice S značilna predvsem absorbcija in so mesto kopičenja Cu. 
Nutrienti se v žlezi porabijo kot vir energije za obligatno endosimbiontske bakterije ali 
pa vstopijo v znotrajcelično prebavo v tkivu hepatopankreasa (Zimmer, 2002). 
 
V epitelnih celicah so odkrili dva tipa granul, v obliki katerih se skladiščijo kovine. V 
celicah S so prisotne granule B, ki jih gradita Cu in S. V celicah B pa se nahajajo granule 
tipa C, v katerih so odkrili Fe (Hopkin, 1989). Kovine, ki so vključene v granule celic S 
so izključene iz cirkulacije, medtem ko je zelo verjetno, da bo prišlo do eliminacije granul 
C, saj naj bi bila za celice B značilna dnevna apokrina ekskrecija vsebine v lumen 
prebavila (Hames in Hopkin, 1991). 
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Slika 2: Prečni prerez hepatopankreasa P. scaber. (Pipan-Tkalec in sod., 2011: 2287) 
 
2.5.1.2 Prebavni sok 
 
Prebavni sok P. scaber je svetlo rjave barve in je neenakomerno razporejen po prebavnem 
traktu (Romih in sod., 2016a). Volumen prebavnega soka so Romih in sod. (2016a) 
ocenili na 2-3 µL. V nadaljevanju smo podrobneje opredelili dejavnike, ki so jim ND 
izpostavljeni v prebavnem soku in prispevajo k raztapljanju le-teh v lumnu prebavila. 
 
pH lumna zadnjega črevesa narašča od anteriornega dela (5,5-6,0) proti posteriornemu 
delu (6,0-6,5) (Zimmer in Topp, 1997). Bolj kisel pH v anteriornem delu zagotavlja 
optimalne pogoje za encimatsko razgradnjo rastlinskega materiala, v posteriornem delu 
pa nekoliko višji pH omogoča poliferacijo mikroorganizmov (Zimmer in sod., 2002). 
Homeostaza pH se v črevesu ohranja vse dokler pH hrane ne pade pod 4. Vrednost pH 
lumna hepatopankreasa se giblje v območju 6,0-6,5 (Zimmer in sod., 1997). 
 
V lumnu prebavila P. scaber je značilen radialni gradient kisika, od anoksičnega centra 
do oksičnega perifernega obroča. V radialnem centru se kisik porablja na račun prebave 
in mikrobnega metabolizma. Hemolimfa, ki obliva epitel črevesa, predstavlja vir kisika 
za periferijo (Zimmer, 2002). Lumen žleze je oksičen, kljub veliki gostoti 
endosimbiontskih bakterij. To je ali zaradi anaerobnega metabolizma bakterij 
(aerotolerantne), ali difuzije kisika iz okoliške hemolimfe, ki je večja kot pa poraba 
(Zimmer, 2002). 
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Prehrana enakonožcev je bogata s tanini, polifenolnimi spojinami, ki s precipitacijo 
proteinov in encimov zmanjšujejo prebavljivost rastlinskega materiala. Pred učinki 
taninov se enakonožci zavarujejo z visoko vsebnostjo surfaktanov (Zimmer, 1997). Pri 
depozitivorih nevretenčarjih poleg zaščitne funkcije navajajo tudi vlogo surfaktantov pri 
raztapljanju delcev hrane, aktivaciji oz. deaktivaciji encimov, raztapljanju maščob, 
preprečevanju izgube prebavnih encimov zaradi vezave na delce hrane in olajšanju 
prehoda hrane skozi prebavni trakt (Mayer in sod., 1997). Kemijska struktura 
surfaktantov za P. scaber ni poznana (Romih, 2016), vemo pa da je znotraj debla 
členonožcev zelo podobna. Nepolarni rep predstavlja maščobna kislina. Struktura polarne 
glave se med taksoni razlikuje. Lahko je sulfatna skupina kot v primeru kitajske 
volnenoklešče rakovice Eriocheir sinensis (Vonk in sod., 1969), ali pa gre za različne 
kombinacije aminokislin ali podobnih spojin pri različnih vrstah rakov in žuželkah (van 
den Oord in sod., 1965; Holwerda in Vonk, 1973; Tumlinson in Lait, 2005). Glede na 
naboj so surfaktanti v prebavnem soku P. scaber anionski (Romih in sod., 2016a). 
Številne funkcije surfaktantov so povezane z micelizacijo, tj. tvorbo micel. Koncentracija 
surfaktantov, pri kateri pride do micelizacije se imenuje kritična micelna koncentracija 
(ang. critical micelle concentration, CMC) (Mayer in sod., 1997). Prisotnost micel v 
prebavnem soku je povezana s prehrano. Za P. scaber je značilna visoka koncentracija 
surfaktantov in prisotnost velikega števila micel v prebavnem soku (Romih in sod., 
2016a). Celokupna koncentracija surfaktantov je od 80-krat (Zimmer, 1997) do 100-krat 
večja od CMC (Romih in sod., 2016a). Povprečna celokupna koncentracija, ki so jo 
izmerili Romih in sod. (2016a) je bila 9,2 ± 3,5 mM, CMC pa 90 µM. Visoka stopnja 
micelizacije predstavlja potencial za raztapljanje hidrofobnih onesnažil in kovinskih ND 
v prebavnem soku P. scaber. 
 
Vir prebavnih encimov so prebavna žleza in mikroorganizmi (Zimmer, 2002). 
Predvidevajo, da enakonožci niso sposobni lastne sinteze celulaz, zato imajo 
mikroorganizmi v prebavnem traktu pomembno vlogo pri razgradnji listnega opada in 
kroženju snovi. To naj bi bili mikroorganizmi, ki poseljujejo prebavni trakt ali 
mikroorganizmi, ki jih kopenski raki zaužijejo s hrano. Mikrobiota prebavnega trakta je 
v glavnem omejena na zadnje črevo (Kostanjšek in sod., 2002) in hepatopankreas 
(Zimmer, 2002). Verjetno je, da steno zadnjega črevesa naseljuje avtohtona mikrobiota. 
V filogenetski analizi bakterijske mikrobiote zadnjega črevesa P. scaber so Kostanjšek 
in sod. (2002) odkrili zaporedja genov, ki so filogenetsko sorodna zaporedjem bakterij, 
ki se navadno pojavljajo v prebavilu živali. Bakterije so bile iz rodov Streptococcus, 
Enterococcus in Bacterioides. Encimi endosimbiontskih bakterij (celulaze in fenolne 
oksidaze), ki poseljujejo prebavno žlezo, prispevajo k razgradnji celuloze in fenolnih 
spojin rastlinskega materiala (Zimmer, 2002).
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2.6 OPIS DOSEDANJIH IN VITRO MODELOV ZA ŠTUDIJ TRANSFORMACIJE 
ONESNAŽIL V PREBAVILU NEVRETENČARJEV 
 
Raztapljanje kovinskih nanodelcev v prebavnem soku nevretenčarjev je pomemben 
dejavnik, ki določa biološko dostopnost kovin. Do enakih zaključkov so predhodno prišli 
že v  študijah na morskih nevretenčarjih (Lawrence in sod., 1999; Chen in Mayer, 1999; 
Voparil in Mayer, 2000, 2004; Turner in sod., 2007), ki poseljujejo morsko dno in so 
izpostavljeni različnim onesnažilom v sedimentu in v vodnem stolpcu. Predvsem so za 
raziskovanje zanimivi detritivori nevretenčarji, ki tekom življenja zaužijejo velike 
količine sedimenta (Voparil in Mayer, 2000) in je zato prehrana glavni vir vnosa 
onesnažil (Lawrence in sod., 1999). Najbolj pogosta ekstrakcija kovin in organskih 
onesnažil iz sedimenta je s prebavnim sokom, ki je odvzet neposredno iz organizma. To 
je zaradi primerne velikosti modelnih nevretenčarskih organizmov. Najpogostejši 
modelni organizem je detritivor Arenicola marina (Mayer in sod., 1996; Lawrence in 
sod,. 1999; Chen in Mayer, 1999; Voparil in Mayer, 2000, 2004). 
 
V in vitro poskusih s prebavnim sokom A. marina so dokazali, da se v njem sprosti s 
sedimenta več kovin kot v morski vodi. S sedimenta se je po inkubaciji v prebavnem soku 
sprostilo od 2-krat do 3-krat več Cu (Mayer in sod., 1996). Povečano sproščanje kovin iz 
sedimenta v prebavnem soku so dokazali tudi za Hg in metilirano Hg (Lawrence in sod., 
1999). 
 
In vitro poskuse omejuje razpoložljiva količina prebavnega soka, zato se razvijajo modeli 
prebavnih sokov s komercialnimi kemikalijami (Voparil in Mayer, 2004). Postavljanje in 
vitro modela s komercialnimi kemikalijami zahteva poznavanje dejavnikov in 
mehanizma sproščanja kovin. 
 
pH prebavnega soka depozitivorov je skoraj nevrtralen (pH 7-8), zato se je raziskovanje 
dejavnikov sproščanja kovin in organskih onesnažil preusmerilo v organske komponente 
prebavnega soka. Te so podobno kot pri rakih, prebavni encimi, surfaktanti in raztopljene 
organske snovi. Prebavni sok detritivorov je tako kot prebavni sok enakonožcev bogat s 
surfaktanti (Mayer in sod., 1997). 
 
Vlogo pri sproščanju kovin iz sedimenta v prebavnem soku so pripisali prostim 
aminokislinam in proteinom (Chen in Mayer, 1999). Opisanih je več mehanizmov, po 
katerih naj bi prišlo do sproščanja kovin iz sedimenta. Prvi mehanizem je sproščanje 
kovin s površine organskih in anorganskih snovi zaradi aktivnosti prebavnih proteinov. 
Sproščanje kovin iz sedimenta pripisujejo nastanku kompleksov kovin z 
aminokislinskimi ostanki na proteinih. Predvsem velja to za tiste kovine, ki imajo visoko 
afiniteto za vezavo s specifičnimi aminokislinami (Kalman in Turner, 2007). 
Aminokislina histidin je odgovorna za sproščanje Cu iz sedimenta. Na organskih in 
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anorganskih komponentah prebavnega soka se zaradi encimske aktivnosti izpostavijo tudi 
nova šibka mesta za ponovno vezavo kovin (Kalman in Turner, 2007). Vplivu prebavnih 
proteinov na sproščanje kovin iz sedimenta so se najbolje približali komercialni proteini 
BSA (Voparil in Mayer, 2004). 
 
Nekatere kovine (Cd) so v manjši meri podvržene sproščanju iz sedimenta s strani tvorbe 
kompleksov z aminokislinami (Kalman in Turner, 2007), zato predvidevajo, da imajo 
vpliv tudi druge komponente prebavnega soka. To so surfaktanti, ki pospešujejo 
raztapljanje predvsem hidrofobnih komponent z vključevanjem v micele (Voparil in 
Mayer, 2000). Kovinski ioni se sproščajo s površine sedimenta z vezavo na negativno 
nabito površino surfaktantov ali pa neposredno, z raztapljanjem organske snovi, na kateri 
so vezane kovine (Singh in Turner, 2009). Tudi komercialni surfaktanti vplivajo na 
sproščanje kovin iz sedimenta (Al, Fe, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn, Zn), najbolje SDS (Singh in 
Turner, 2009).  
 
Poleg biokemijske sestave prebavnega soka na kinetiko sproščanja kovin iz sedimenta 
vpliva tudi različen čas zadrževanja hrane v prebavilu. Kljub enaki sestavi prebavnega 
soka so zaradi različnega časa prehajanja hrane skozi prebavni trak, depozitivori 
izpostavljeni različnim koncentracijam kovin (Chen in Mayer, 1999).  
 
Na sproščanje kovin iz tal vplivajo tudi mikroorganizmi (Reith in McPhail, 2006). Ob 
prisotnosti mikroorganizmov se iz tal sprosti več kovin, kot iz tal, kjer ni biološke 
aktivnosti (Reith in McPhail,2006). Mehanizem sproščanja kovin iz tal je različen, 
odvisno od skupine mikroorganizmov. Lahko je stranski produkt metabolnih procesov. 
Žveplo in železo oksidirajoče bakterije po oksidaciji sulfidnih mineralov, Fe in S porabijo 
kot donor elektronov, medtem ko se Au ob tem sprosti iz kristalne strukture. Heterotrofne 
bakterije vplivajo na sproščanje kovin iz tal, zaradi izločanja organskih spojin (proteinov, 
peptidov, aminokislin itd.), med katerimi nekatere tvorijo komplekse z Au.  
 
V Preglednici 1 smo povzeli sestavo prebavnih sokov v dosedanjih in vitro študijah z 
nevretenčarji. Na osnovi tega pregleda literature ter podatkov, ki so znani za črevesni sok 
P. scaber, smo ocenili sestavo simuliranega prebavnega soka P. scaber, ki ga smo ga 
uporabili v magistrski nalogi. 
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2.7 UPORABLJENE ANALITSKE METODE 
 
2.7.1 Atomska absorbcijska spektroskopija 
 
Atomska absorpcijska spektroskopija (AAS) je metoda za kvalitativno in kvantitativno 
določanje kemijskih elementov v vzorcih. Metoda temelji na absorpciji svetlobe in se 
najpogosteje uporablja za določanje koncentracij kovin v vzorcih. Atomi kovin v 
osnovnem stanju absorbirajo svetlobo specifične valovne dolžine (UV ali v vidnem delu 
spektra) in preidejo v vzbujeno stanje. Koncentracijo kovine v vzorcu izračunamo na 
podlagi podatka o količini absorbirane svetlobe, saj je absorbanca elementa 
premosorazmerna z njegovo koncentracijo (ob določenih pogojih). Absorpcijo elementa 
primerjamo s standardno krivuljo, dobljeno po kalibraciji naprave s standardi znane 
koncentracije. Ob velikih koncentracijah elementa v vzorcu se lahko pojavijo odstopanja 
od linearnosti. V takem primeru vzorec redčimo, da so meritve v območju linearnosti 
(García in Báez, 2011). 
 
V magistrski nalogi smo vzorce analizirali s plamensko AAS. Plamenska AAS je ena 
nastarejših metod AAS in se uporablja rutinsko, za analizo elementov v sledovih, ki so v 
območju koncentracij mg/L in µg/L (Welz, 2016). Vloga plamena pri AAS je poleg 
uparitve vzorca tudi zagotavljanje energije, potrebne za nastanek prostih atomov 
(atomizacija) v vzorcu (Atomic Spectroscopy – A Guide to Selecting the Appropriate 
Technique and System, 2010-2013).  
 
Poenostavljeno metoda deluje tako, da uparjen vzorec presvetlimo s svetlobo ustrezne 
valovne dolžine. Atomi kovin v plamenu absorbirajo svetlobo. Monokromator valovno 
dolžino, ki nam da podatek o absorbanci vzorca, loči od ostalih valovnih dolžin in jo 
usmeri v detektor. Detektor izmeri signal, program na računalniku pa ga obdela v ustrezno 
informacijo, tj. koncentracija specifičnega elementa v vzorcu (Atomic Spectroscopy – A 
Guide to Selecting the Appropriate Technique and System, 2010-2013). Poenostavljena 
shema je predstavljena na Sliki 3. 
 
 
Slika 3: Poenostavljena shema poteka metode plamenske AAS. (Atomic Spectroscopy – A Guide to 
Selecting the Appropriate Technique and System, 2010-2013: 4) 
Medvešček N. Transformacije nanodelcev v prebavnem traktu kopenskega raka enakonožca in vitro. 




2.7.2 Masna spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo 
 
Masna spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo, sp-ICP-MS (ang. single particle 
inductively coupled plasma mass spectrometry), je analitska metoda, s katero lahko 
določimo velikost, porazdelitev velikosti in koncentracijo nanodelcev. Metoda razlikuje 
med ND in prostimi ioni v vzorcu (Telgmann in sod., 2014). Za razliko od plamenske 
AAS, ICP-MS namesto plamena izkorišča visoko temperaturo plazme, v katerem se 
elementi pretvorijo v ione, ti pa so usmerjeni v masni spektometer (Slika 4). Tam so ločeni 
glede na razmerje med maso in nabojem (Atomic Spectroscopy – A Guide to Selecting 
the Appropriate Technique and System, 2010-2013). 
 
 
Slika 4: Poenostavljena shema ICP-MS. (Atomic Spectroscopy – A Guide to Selecting the Appropriate 
Technique and System, 2010-2013: 6)
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Za namen študije transformacij nanodelcev v prebavnem traktu smo izvedli simulacijo 
prebavnega soka poskusnega organizma P. scaber (t.i. in vitro poskuse) in prehranjevalne 
poskuse (t.i. in vivo poskuse). Poskuse smo naredili z različnimi kovinskimi ND: Au-, 
CuO- in Ag ND. Z in vitro poskusom simulacije prebavnega soka smo želeli definirati 
fizikalno-kemijsko in biokemijsko strukturo prebavnega soka, ki bi jo lahko povezali z 
rezultati in vivo študij, tj. da se ND v prebavnem soku enakonožca raztapljajo in da se 
kovine kopičijo v hepatopankreasu. 
 
Poskusi so bili izvedeni na Katedri za zoologijo, Oddelka za biologijo na Biotehniški 
fakulteti v Ljubljani. Poskusi v tujini so bili izvedeni v laboratorijih na Univerzi v 
Birminghamu v Veliki Britaniji in Univerzi v Wageningenu na Nizozemskem.  
 
3.1 SEZNAM KEMIKALIJ 
 
V Preglednici 2 so naštete kemikalije (in proizvajalec), ki smo jih uporabili pri pripravi 
simuliranega prebavnega soka P. scaber. Kislini HCl in HNO3 smo uporabili pri 
kislinskem razklopu z mikrovalovno pečico. Reagent za določanje proteinov smo 
uporabili za meritve celokupne koncentracije proteinov pred in po centrifugiranju.  
 
Preglednica 2: Seznam kemikalij uporabljenih v in vitro poskusu in pri meritvi celokupne koncentracije 
proteinov v simuliranem prebavnem soku.  
Kemikalija Proizvajalec 
BSA (goveji serumski albumin) Sigma-Aldrich 
SDS (natrijev dodecilsulfat) Sigma-Aldrich 
NaCl Sigma-Aldrich 
KCl Merck KGaA 
MgCl2 Sigma-Aldrich 
Glukoza Merck KGaA 
Tris Merck KGaA 
HCl, 37 % Carlo Erba 
HNO3, 65 % Carlo Erba 
Reagent za določanje proteinov Pierce BCA Protein Assay Thermo Scientific 
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3.2 SEZNAM NANODELCEV 
 
V prehranjevalnih poskusih in v in vitro poskusih smo uporabili Au-, CuO- in Ag ND. 
Nanodelci in njihove lastnosti so navedene v Preglednici 3. 
 
























CuO ND 22-25 Prah / NanoLogica 
 
Ag ND s 
prevleko iz 
citrata 
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3.3 IN VIVO ŠTUDIJA: PREHRANJEVALNI POSKUS 
 
V 14-dnevnih prehranjevalnih poskusih smo živali izpostavili hrani kontaminirani s 
kovinskimi ND in solmi ustrezajoče kovine (Slika 5). Izvedli smo 2 prehranjevalna 
poskusa, in sicer z Au-(80 nm) in Ag ND (50 nm) oz. z AuCl3 in AgNO3. Podatke za 
asimilacijo Cu iz CuO ND smo pridobili v Skupini za nanobiologijo in nanotoksikologijo 
(Katedra za zoologijo) in trenutno še niso objavljeni (Jemec Kokalj in sod., neobjavljeno). 
 
 
Slika 5: Raztapljanje ionov s kovinskih nanodelcev v prebavilu P. scaber. 
 
3.3.1 Gojenje poskusnih organizmov v laboratoriju 
 
V in vivo poskusih smo uporabili laboratorijsko populacijo enakonožcev P. scaber. 
Laboratorijska populacija rakov je bila mešana, prinešena iz različnih neonesnaženih 
okolij iz Slovenije. Iz okolja smo živali prenesli v steklen terarij (Slika 6), v katerem smo 
jih pred poskusom gojili več kot 14 dni. Dno terarija je bilo do okoli 15 cm napolnjeno z 
zemljo, prekrito s suhim listjem (v glavnem listjem leske) in lubjem različnih listopadnih 
drevesnih vrst. V terarij smo dodali še ostanke komposta, korenja in jabolk. V terariju 
smo ohranjali vlažnost, tako da smo poškropili zemljo z vodovodno vodo na približno 
teden dni. Terarij, v katerem smo gojili poskusne organizme smo hranili v prostoru akvarij 
(20± 1 °C, tema, 72 % vlažnost).
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Slika 6: Terarij, v katerem smo gojili enakonožce. 
 
3.3.2 Priprava leskovih listov 
 
Pred poskusom smo pripravili leskove liste. Suhe leskove liste iz zaloge smo 1 uro 
namakali v mlačni vodi. Potem smo jih zravnali in položili med bele liste papirja ter 
papirnate brisačke. Liste smo obtežili za vsaj 48 h, da so se posušili in zravnali. Bele liste 
papirja smo med procesom sušenja enkrat zamenjali. Posušene in zravnane liste smo po 
2 dneh prenesli v kartonasto škatlo, kjer smo jih hranili do poskusa.  
 
Za vsako žival iz posamezne testne skupine smo pripravili petrijevko, ki smo jo ustrezno 
označili. Vanjo smo zatehtali 100 ± 10 mg suhega leskovega lista. Pri pripravi listov smo 
odrezali večje žile in izločili liste z luknjasto in razpadajočo listno površino, zato da smo 
nanjo v nadaljevanju čim bolj enakomerno nanesli testno kemikalijo. 
 
3.3.3 Priprava kemikalij in premaz listov 
 
V prvem prehranjevalnem poskusu smo uporabili Au ND (80 nm) in AuCl3. Testni 
kemikaliji smo ustrezno redčili v destilirani vodi, da smo pripravili suspenzijo ND s 
koncentracijo Au 100 µg/mL (enako za AuCl3). Po nanosu kemikalije je koncentracija 
Au na listih ustrezala 100 µg/g suhega lista. 
  
Volumen testne kemikalije, ki smo jo nanesli na list, smo določili glede na maso suhega 
lista (100 µL kemikalije na 100 mg suhega lista). Testno kemikalijo smo s pipeto 
enakomerno nanesli na spodnjo listno ploskev in jo razmazali čez celotno površino. V 
primeru kontrolne skupine smo namesto kemikalije po listih razmazali ustrezen volumen 
destilirane vode. Namazane liste smo pustili sušiti 24 h in jih potem ponovno stehtali.  
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V drugem prehranjevalnem poskusu smo uporabili Ag ND (50 nm) in AgNO3. Testni 
kemikaliji pripravljeni za nanos na liste smo v tem primeru pripravili v nižji koncentraciji 
Ag, 10 µg/mL. Po nanosu kemikalije (100 µL kemikalije na 100 mg suhega lista) je 
koncentracija Ag na listih ustrezala 10 µg/g suhega lista. Nanos kemikalij na leskove liste 
je potekal po enakem postopku kot v prvem prehranjevalnem poskusu z Au.  
 
3.3.4 Izvedba prehranjevalnih poskusov 
 
3.3.4.1 In vivo poskus z nanodelci zlata (Au ND) 
 
V poskusu z zlatom smo zastavili tri poskusne skupine:  
1. kontrola (listi tretirani z destilirano vodo) 
2. Au ND (100 µg/g suhega lista) 
3. pozitivna kontrola - AuCl3 (100 µg/g suhega lista) 
 
Vsaka skupina je imela 15 živali. Pred poskusom smo živali pregledali in izločili okužene 
osebke, živali, ki so v procesu levitve ter samice z marzupijem. Te živali so v drugačnem 
fiziološkem stanju, mi pa smo želeli imeti homogeno populacijo, zato jih v poskusu nismo 
uporabili. Izbrali smo živali obeh spolov z maso med 23 in 62 mg. V vsako petrijevko 
smo dali po eno žival. Za zagotavljanje vlažnosti, smo filtrirni papir na dnu petrijevke 
navlažili z destilirano vodo. Košček leskovega lista smo položili na plastičen pokrovček, 
da ni bil v neposrednem stiku z vodo. S tem smo se izognili plesnenju leskovih listov. 
Petrijevke smo v stolpcih zložili v plastičen terarij, ki je imel na dnu z destilirano vodo 
navlažene papirnate brisačke. Terarij smo prekrili s plastično folijo, ki smo jo preluknjali, 
da smo zmanjšali izhlapevanje vode, a zagotovili izmenjavo plinov. Terarij je bil tekom 
poskusa v speleobiološki komori, kjer so bili konstantni pogoji (21°C, vlažnost okoli 60 
%, tema). Terarij in filtrirni papir v petrijevkah smo po potrebi vlažili z destilirano vodo. 
Petrijevke smo v terariju premeščali znotraj stolpca, zato da so bile v času poskusa 
izpostavljene različnim svetlobnim, temperaturnim in vlažnostnim pogojem. Na vsak 
drugi dan smo pregledovali petrijevke, ali je prišlo do razrasti plesni na listih in ali so 
živali preživele, razvile marzupij. Mrtve živali smo izločili iz poskusa.  
 
Živali so bile v poskusu s tretiranimi listi 14 dni. Pet živali iz vsake skupine smo vzorčili 
po 14 dneh, preostalih 10 pa smo prestavili še za 48 h na netretirane liste, da so prečistile 
črevo. Živali smo v tem času gojili v enakih pogojih kot v 14 dneh na tretiranih listih. 
Preden smo živali secirali smo jih usmrtili, tako da smo jim odstranili cefalotoraks. Potem 
smo jim odstranili pleon in iz telesa potegnili črevo in prebavne žleze. Črevo smo zavrgli, 
prebavne žleze in preostanek telesa smo shranili ločeno v epicah do liofilizacije. 
Liofilizrane vzorce smo stehtali in shranili v liofilizatorju. Potem smo jih poslali na 
Univerzo v Birminghamu (kontakt Iseult Lynch in Benjamin Fryer), kjer so naredili 
analizo sp-ICP-MS. 
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Tretirane in netretirane liste smo po koncu poskusa posušili in stehtali njihovo suho maso. 
Stehtali smo tudi suho maso iztrebkov, ki smo jih pobirali v epice 7., 14. dan poskusa in 
po 48 h na netretiranih listih.  
 
3.3.4.2 In vivo poskus z nanodelci srebra (Ag ND) 
 
Tudi v prehranjevalnem poskusu s srebrom smo pripravili 3 poskusne skupine: 
1. kontrola (listi tretirani z destilirano vodo) 
2. Ag ND (10 µg/g suhega lista) 
3. pozitivna kontrola- AgNO3 (10 µg/g suhega lista)  
 
Vsaka skupina je imela 15 živali. Pred poskusom smo živali stehtali in izločili okužene 
osebke, samice z marzupijem in živali, ki so bile v procesu levitve. Izbrali smo živali 
obeh spolov z maso med 24 in 66 mg. Poskus smo izvedli na isti način kot poskus z Au 
ND, s to razliko, da smo vse živali in ne samo 5 iz vsake poskusne skupine, kot v primeru 
Au ND, po 14 dneh prestavili na netretirane liste za 48 h.  
 
Liofilizirane vzorce hepatopankreasa in preostanka (telo živali) smo poslali na 
Nizozemsko, na Univerzo Wageningen, kjer so po protokolu iz Univerze v Birminghamu 
naredili sp-ICP-MS analizo (Anna Katarzyna Undas, mag. (doktorska kandidatka), 
raziskovalka, RIKILT Wageningen University & Research). 
 
3.3.5 Merjenje kovin v živalih s sp-ICP-MS 
 
Suhe vzorce živali so sodelavci iz tujine pred analizo na sp-ICP-MS izpostavili razklopni 
mešanici 20 % TMAOH, ki so jo pripravili z redčenjem 25 % TMAOH (tetrametil 
amonijev hidroksid; 99,9999 % čist). Razklop v TMAOH je potekal pri sobni temperaturi 
24-ur. Sočasno so v 20 % TMAOH pripravili tudi standarde ionov (Au – 1ppm, 2 ppm, 3 
ppm) in Au ND (20 nm, 40 nm, 80 nm) oz. Ag (0,1-5 µg/L).  Razklopu je sledilo redčenje 
vzorcev v destilirani vodi in analiza s sp-ICP-MS (Au- NexION 300X, Ag- PE NexION 
350D).  
 
3.4 IN VITRO ŠTUDIJA: SIMULACIJA PREBAVNEGA SOKA 
 
3.4.1 Razvoj protokola 
 
Protokol za simuliran prebavni sok kopenskega raka smo zastavili na podlagi dosedanjih 
in vitro študij na morskih nevretenčarjih (Preglednica 1) in na podlagi poznanih podatkov 
o delovanju prebavil in sestavi prebavnega soka P. scaber.  
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Pripravili smo prebavni sok, katerega fizikalno-kemijska sestava je predstavljena v 
spodnji Preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Sestava simuliranega prebavnega soka P. scaber. 
Tip proteina BSA (5 g/L) 
 




Soli  NaCl (3,63 g/L) 
KCl (0,149 g/L) 
MgCl2 (0,238 g/L) 
Glukoza (0,225 g/L) 
Tris (0,3 g/L) 
 
Prebavni sok za P. scaber smo pripravili v fiziološki raztopini (FR) za P. scaber. 
Pripravili smo 10-krat koncentrirano založno FR (Preglednica 5). Koncentrirano FR smo 
namreč po dodatku v prebavni sok 10-krat razredčili. Tako smo dosegli koncentracijo soli 
v prebavnem soku, enako tisti v FR, ki jo običajno uporabljamo za P. scaber. 
 
Preglednica 5: Seznam kemikalij za pripravo založne fiziološke raztopine za P. scaber. 







Kemikalije, navedene v Preglednici 5 smo zatehtali in zalili z destilirano vodo do 100 ml. 
pH fiziološke raztopine smo umerili na vrednost 6,5, ki je v okviru vrednosti pH v 
prebavilu P. scaber. pH narašča od 5,5-6,5 proti rektumu (Zimmer in Topp, 1997). 
 
Za proteinsko komponento prebavnega soka smo izbrali goveji serumski albumin (BSA). 
Med komercialnimi proteini je bil BSA najbolj učinkovit pri raztapljanju PAH 
(policiklični aromatski ogljikovodiki) (Voparil in Mayer, 2004). Koncentracijo proteinov 
v prebavnem soku, 5 g/L, smo določili na podlagi predhodnih študij prebavnega soka 
morskih nevretenčarjev (Voparil in Mayer, 2004; Kalman in Turner, 2007). V destilirani 
vodi smo pripravili 5 ml založne raztopine BSA s koncentracijo 200 g/L.  
 
Za surfaktantsko komponento prebavnega soka smo izbrali natrijev dodecilsulfat (SDS). 
V študiji raztapljanja organskih onesnažil v simuliranem soku morskih nevretenčarjev 
(Voparil in Mayer, 2004) se je med komercialnimi kemikalijami, poleg natrijevega 
Medvešček N. Transformacije nanodelcev v prebavnem traktu kopenskega raka enakonožca in vitro. 




tauroholata, SDS najbolje približal delovanju prebavnega soka. Tudi Romih (2016) je v 
svoji doktorski disertaciji uporabila SDS za modelni surfaktant pri P. scaber. 
Koncentracijo surfaktantov v prebavnem soku smo določili na 10 mM, kar je v območju 
koncentracije surfktantov v prebavnem soku P. scaber, ki so ga določili Romih in sod. 
(2016a). V destilirani vodi smo pripravili 5 ml 1 M založne raztopine SDS. 
 
Koncentraciji ND/kovin (in ionov ustrezajoče kovine); 8,25 mg/L in 82,5 mg/L, v 
simuliranem prebavnem soku smo izračunali na podlagi do sedaj poznanih podatkov iz 
študij z vrsto P. scaber. Iz podatkov o povprečni stopnji prehranjevanja (0,055 mg 
hrane/mg živali/dan) in povprečni masi živali (44,8 mg), ki sta jih določila Drobne in 
Drobne (2014), smo izračunali, da ena žival poje okoli 2,5 mg hrane/dan. Žival, ki se 
hrani z listom s koncentracijo delcev 100 µg ND/g lista, v enem dnevu poje 0,25 mg lista 
oziroma 0,25 µg delcev. Če upoštevamo še povprečen volumen prebavnega soka, ki je 2-
3 µL (Romih in sod., 2016a), je koncentracija nanodelcev v prebavnem soku 0,25 µg 
ND/3 µL oziroma 83,33 mg ND/L. Enako smo izračunali še za 10-krat manjšo 
izpostavitveno koncentracijo, 10 µg ND/g lista, oz. 8,33 mg ND /L prebavnega soka. 
Zaradi poenostavitev pri izračunu volumna drugih komponent, ki smo jih dodali 
prebavnem soku, smo izbrali koncentracije delcev 8,25 mg/L in 82,5 mg/L. 
 
3.4.2 Splošen opis poteka in vitro poskusa 
 
Poskus je v splošnem potekal po spodaj navedenih korakih, ki smo jih podrobneje opisali 
v nadaljevanju naloge. 
 
1. Priprava vzorcev 
2. Inkubacija 
3. Ultracentrifugiranje 
4. Kislinski razklop  
5. Meritev kovin z atomsko absorbcijsko spektroskopijo (AAS) in masno 
spektroskopijo z induktivno sklopljeno plazmo (sp-ICP-MS).  
 
Analiza Ag ND s sp-ICP-MS ni vključevala postopka ultracentrifugacije. Vse razlike v 
povezavi s poskusom z Ag ND so opisane v poglavju 3.4.3.3. 
 
3.4.2.1 Priprava vzorcev 
 
Simuliran prebavni sok (in kontrolo) smo pripravili v 50 ml centrifugirkah (Golias 
Labortehnika). Pripravili smo 20 mL prebavnega soka z ND oziroma soljo ustrezajoče 
kovine. V centrifugirko s prebavnim sokom smo odpipetirali pripravljene založne 
raztopine: 0,2 mL SDS, 0,5 mL BSA, 2 mL 10-krat koncentrirane FR in ustrezen volumen 
vode. Nazadnje smo dodali založno suspenzijo ND oziroma raztopino soli, toliko, da je 
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koncentracija kovine v vzorcu ustrezala 8,25 mg/L oziroma 82,5 mg/L (Slika 7). V 
primeru kontrole smo v centrifugirko odpipetirali ustrezen volumen destilirane vode (v 
nadaljevanju naloge »voda«) in suspenzije ND oziroma raztopine soli. Po dodatku ND in 
soli smo vzorce dobro premešali na vorteksu.  
 
 
Slika 7: Centrifugirke s simuliranim prebavnim sokom s koncentracijami BSA 5 g/L in 50 g/L in Cu(NO3)2.  
3.4.2.2 Inkubacija 
 
Čas inkubacije smo določili glede na čas zadrževanja hrane v prebavilu P. scaber. Čas 
zadrževanja hitro razgradljive hrane v prebavilu P. scaber je od 5 do 7 h (Zimmer, 2002). 
Čas inkubacije smo zaradi dolgotrajnosti poskusa in izvedljivosti v istem dnevu skrajšali 
na 4 h. Inkubacija je potekala v temi, tako da smo centrifugirke z vzorci zavili v 
aluminijasto folijo. Peristaltično gibanje prebavil in mešanje komponent prebavnega soka 
s hrano smo posnemali tako, da smo vzorce zavite v aluminijasto folijo inkubirali na 
stresalniku (Stovall life sciences). Postopek inkubacije smo simulirali na podoben način, 
kot to izvajajo v študijah z vretenčarji (Walczak in sod., 2015). 
 
3.4.2.3 Splošni princip določanja prostih ionov z analitsko ultracentrifugacijo 
 
Analitska metoda AAS, ki smo jo uporabili za meritev raztapljanja kovin v simuliranem 
prebavnem soku, ne ločuje med prostimi ioni in neraztopljenimi ND v vzorcu. Pred 
analizo je bil zato potreben korak separacije, s katerim smo iz vzorca odstranili 
neraztopljene ND. Tako kot Bondarenko in sod. (2016) smo za sepraracijsko metodo 
izbrali ultracentrifugacijo. Po dodatku ND (ali soli ustrezajoče kovine) smo vzorčili pred 
ultracentrifugiranjem, da smo dobili podatek o celokupni koncentraciji kovine v vzorcu. 
Sledilo je vzorčenje supernatanta po centrifugiranju, v katerem so bili raztopljeni ioni. Iz 
podatkov o koncentraciji kovine pred in po centrifugiranju smo izračunali delež 
Medvešček N. Transformacije nanodelcev v prebavnem traktu kopenskega raka enakonožca in vitro. 




raztopljenih ionov. Poenostavljena shema določevanja prostih ionov je predstavljena na 
Sliki 8.  
 
Slika 8: Shema analize raztapljanja nanodelcev v simuliranem prebavnem soku. Analiza raztapljanja Au 
ND je potekala brez koraka centrifugiranja pred inkubacijo. 
 
Za ultracentrifugacijo smo uporabili polialomerne ultracentrifugirke za hitro zapiranje 
(15 mL, bell-top quick-seal tubes, Beckman Coulter, CA, ZDA). Vzorce prebavnega soka 
smo prenesli v ultracentrifugirke (Slika 9), jih uravnotežili na tehtnici in jim zatalili 
vratove. Postopek ultracentrifugacije je potekal 1 h pri 200 000 g in 25 °C (Beckman 
Coulter L8-70M class H preparativna ultracentrifuga s 70 Ti rotorjem). Po 
ultracentrifugaciji smo ultracentrifugirke previdno odprli in odstranili supernatant s 
siringo z iglo, tako da nismo povzročili disperzije usedline (peleta).  
 
 
Slika 9: Prenos vzorca v ultracentrifugirke za hitro zapiranje. 
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V in vitro poskusu smo primerjali raztapljanje ionov z ND kovin v vodi (kontrola) in v 
prebavnem soku. Ta primerjava je služila ugotavljanju, ali komponente prebavnega soka 
dodatno prispevajo k raztapljanju ionov z ND. Poleg ND smo simuliranem prebavnem 
soku (in vodi) izpostavili tudi soli ustrezajoče kovine (AuCl3, Cu(NO3)2×3H2O), ki so 
predstavljale pozitivno kontrolo. Soli kovin smo uporabili, zato da smo preverili 
ustreznost metode. Zanimalo nas je, ali se ioni kovin vežejo na stene epruvet in ali se 
posedejo med ultracentrifugacijo, kar pa je sicer malo verjetno.  
 
3.4.2.4 Merjenje kovin v simuliranem prebavnem soku z AAS  
 
Pred meritvami celokupne koncentracije kovin (oziroma prostih kovinskih ionov v 
supernatantu) smo izvedli kislinski razklop z mikrovalovno pečico. S kislinskim 
razklopom razgradimo organsko snov v vzorcu in lahko izvedemo analizo kovin na AAS. 
Kislinski razklop simuliranega prebavnega soka P. scaber smo naredili z razklopnim 
medijem v 3 ml kvarčnih insertih. Uporabili smo mikrovalovni sistem za kislinske 
razklope v zaprtih visokotlačnih reaktorjih (StartD, Milestone, Italija). Kislinski razklop 
je potekal pri temperaturi 200 °C, moči 800 W, tlaku 45 bar in je trajal 1 h 20 min. 
Program razklopa je bil sestavljen iz treh faz. V prvi fazi se je sistem segreval 20 min, to 
je čas ko se je sistem segrel do 200°C. V drugi fazi je 15 min potekal razklop pri 
konstantni temperaturi (200 °C). Sledilo je ohlajanje (tretja faza) do 60 °C, ki je trajalo 
45 min. Vzorce, ki so vsebovali Cu smo razklopili z razklopnim medijem, ki je bil 65 % 
HNO3. Volumsko razmerje med vzorcem in kislino je bilo 1:1. V prvem poskusu z Au, 
smo vzorce razklopili z razklopnim medijem 65 % HNO3 (1:1). V drugem poskusu z Au 
pa smo za razklop uporabili zlatotopko (aqua regia, zmes 65 % HNO3 in 37 % HCl z 
volumskim razmerjem 1:3).  
 
Analizo vzorcev smo naredili s plamenskim atomskim absorpcijskim spektrometrom 
(Perkin-Elmer AAnalyst100, Massachusetts, ZDA) in programom AAWinLab 3.0 na 
Windows NT Workstation 4.0. V poskusu z Au smo za standardno krivuljo uporabili 
standardne raztopine Au ionov (Au+) v koncentracijah 0,5; 1; 2 in 5 mg/L. Za analizo smo 
uporabili metodo Au za srednje koncentracije Au v vzorcih. V poskusu s Cu smo za 
standardno krivuljo uporabili standarde s Cu ioni (Cu2+) v koncentracijah 0,5; 1; 2 in 3 
mg/L. Za analizo smo uporabili metodo Cu/CuO v majhnih vzorcih. Vzorce, pri katerih 
je bila koncentracija kovine (Au in Cu) previsoka in ni bila mogoča analiza znotraj 
linearnega območja, smo redčili z destilirano vodo do ustrezne nizke koncentracije. 
Podatek o redčitvi smo upoštevali pri izračunih. 
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3.4.2.5 Merjenje kovin v simuliranem prebavnem soku s sp-ICP-MS 
 
Analizo raztapljanja Ag ND so naredili s sp-ICP-MS na Nizozemskem na Univerzi 
Wageninegen. Vzorce so pred analizo razklopili v 20% TMAOH in jih analizirali na sp-
ICP-MS (PE NexION 350D). 
 
3.4.3 Izvedba in vitro poskusov 
 
3.4.3.1 In vitro poskusi z nanodelci zlata (Au ND) 
 
Prvi in vitro poskus smo naredili z Au ND (20 in 80 nm) in s soljo AuCl3. Au ND se ne 
raztapljajo, zato smo s tem poskusom ugotavljali, ali je separacijska metoda 
ultracentrifugacije ustrezen korak, s katerim se ločijo ND od ionov. Z drugimi besedami,  
zanimalo nas je, ali se ND pri ultracentrifugiranju posedejo v celoti. Pripravili smo vzorce 
prebavnega soka (in vode), jim dodali Au ND (oz. AuCl3) in jih dobro premešali na 
vorteksu. Sledilo je prvo vzorčenje v kvarčne inserte za kislinski razklop z mikrovalovno 
pečico (»pred inkubacijo«). Sledila je 4-urna inkubacija. Po koncu inkubacije smo izvedli 
2. vzorčenje (»po inkubaciji«) za razklop. Nato smo preostali vzorec centrifugirali in po 
koncu centrifugiranja vzorčili supernatant (»po inkubaciji s centrifugiranjem«). Naredili 
smo kislinski razklop in meritve Au z AAS. 
 
Poskus z Au ND smo ponovili, ker se je v nekaterih vzorcih koncentracija Au po 
inkubaciji zvišala (Slika 10,11). Izvedli smo poskus, kjer smo vzorce izpostavili različnim 
časom inkubacije. Pripravili smo 10 ml vzorce (kontrola in prebavni sok) v dveh 
ponovitvah. Dodali smo jim ND (Au ND, 20 in 80 nm), jih premešali na vorteksu in  
vzorčili ob času 0, 30 min, 1h, 3h, 5h inkubacije. V drugem poskusu smo kislinski razklop 
izvedli z zlatotopko, ker je bolj primerna za razklop vzorcev z Au kot 65 % HNO3. V 
kvarčne inserte smo odpipetirali 0,5 ml vzorca in mu dodali 1,5 ml zlatotopke. Vzorce 
smo v zlatotopki pustili čez noč. Čez noč so izhlapeli, zato smo po razklopu v 
mikrovalovni, v 2 ml epicah volumne dopolnili do 1,5 ml. Razklopljene vzorce smo 
pomerili na AAS. 
 
3.4.3.2 In vitro poskusi z nanodelci bakrovega oksida (CuO ND) 
 
Poskus smo ponovili s CuO ND, ki naj bi bili bolje topni od Au ND. Za iste CuO, ki smo 
jih uporabili tudi mi, Bondarenko in sod. (2016) navajajo podatek, da je po 24 h 
raztapljanja v vodi delež prostih prostih Cu2+ 9,2 %. 
 
Za poskus smo pripravili založno suspenzijo CuO ND in raztopino Cu(NO3)2x3H20. 
Zatehtali smo Cu(NO3)2x3H20 in pripravili založno raztopino Cu soli v destilirani vodi s 
koncentracijo 1g Cu/L. V destilirani vodi smo iz prahu CuO ND pripravili založno 
Medvešček N. Transformacije nanodelcev v prebavnem traktu kopenskega raka enakonožca in vitro. 




suspenzijo z isto koncentracijo Cu (1g/L) kot v primeru soli. S postopkom sonikacije smo 
razbili nastale aglomerate CuO ND v vodnem mediju na posamezne ND. Sonikacija s 
palično sondo (Sonics VibraCell, Newtown, ZDA) je potekala 4 min, s ciklom 15 s vklop 
in 15 s izklop pri amplitudi 31 % (Bondarenko et al., 2016). Suspenzija ND v centrifugirki 
se je med postopkom hladila na ledu. Po končani sonikaciji je bila suspenzija CuO ND 
pripravljena za nadaljnjo uporabo v poskusu. Potek in vitro poskusa s CuO ND je bil enak 
kot pri poskusu z Au ND, le da smo tokrat pripravili po dve paralelki istega vzorca. Prvega 
smo uporabili za analizo raztapljanja ND »pred inkubacijo«, drugega pa za analizo 
raztapljanja ND »po inkubaciji«. Pripravil smo vzorce z destilirano vodo in prebavnim 
sokom. Takoj po dodatku ND oziroma soli smo iz prve paralelke vzorčili za kislinski 
razklop »pred inkubacijo«. Preostali vzorec smo ultracentrifugirali in po koncu vzorčili 
supernatant za »pred inkubacijo s centrifugiranjem«. Med ultracentrifugiranjem smo 
drugo paralelko vzorcev odnesli inkubirat. Po končani inkubaciji smo vzorčili »po 
inkubaciji« in potem še po ultracentrifugiranju »po inkubaciji s centrifugiranjem«. 
Vzorce smo čez noč pustili v 65 % HNO3, jih potem razklopili v mikrovalovni pečici in 
izvedli meritve na AAS.   
 
V drugem poskusu smo po zgledu Chen in Mayer (1999) pripravili prebavni sok z 
različnimi koncentracijami proteinov (0; 0,5, 5 in 50 g/L BSA). Z višanjem koncentracije 
BSA smo preverili, ali prosti ioni tvorijo komplekse s proteini in ali se s centrifugiranjem 
posedejo. Pri pozitivni kontroli smo opazili moder pelet v vzorcih s proteini, zato smo 
izvedli še meritve celokupne koncentracije proteinov v supernatantu pred in po 
centrifugiranju. Pripravili smo 2 vzorca prebavnega soka brez ND. Prvi vzorec je 
predstavljal prebavni sok s proteini s koncentracijo BSA 5 g/L. V drugem vzorcu pa 
proteinov nismo vključili v sestavo prebavnega soka. Služil je za meritev ozadja. 
Pripravili smo reagent BCA (Thermo Fischer scientific, ZDA) za proteine iz komponente 
A in komponente B (v volumskem razmerju A:B 50:1). Na mikrotitrsko ploščo s 96 
jamicami smo nanesli vzorce pred in po centrifugiranju v 2-kratni, 5-kratni in 10-kratni 
redčitvi v reagentu BCA. Vsak vzorec oz. redčitev smo nanesli na ploščo v treh 
ponovitvah. Plošča se je inkubirala 30 min na 37°C. Po inkubaciji smo izmerili absorpcijo 
proteinov s čitalcem mikrotitrskih plošč (Dynex technologies, 1998).  
 
Na raztapljanje ionov z ND naj bi vplivali surfaktanti. V zadnjem poskusu s CuO ND 
smo pripravili prebavni sok z višjima koncentracijama surfaktantov kot do sedaj (0,01 
M), in sicer z 0,05 M in 0,1 M SDS.  
 
3.4.3.3 In vitro poskus z nanodelci srebra (Ag ND) 
  
Poleg proteinov in surfaktantov naj bi na raztapljanje ionov z ND vplivala tudi črevesna 
mikrobiota. Mikrobiota se nahaja tudi v iztrebkih, zato smo jih pobrali in shranili v 
centrifugirki v temi na sobni temperaturi do poskusa. Iztrebke smo poslali na Univerzo v 
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Wageningen, kjer so po našem protokolu izvedli simulacijo prebavnega soka. Ta poskus 
smo naredili samo z Ag ND, ker imajo na omenjenem inštitut izkušnje le z merjenjem teh 
ND. Sodelavci so izvedli analizo sp-ICP-MS raztapljanja ND iz založne suspenzije v 
vodi, v prebavnem soku in prebavnem soku z dodatkom iztrebkov. 
 
1,5 mL vzorce z Ag ND (50 nm, s prevleko iz citrata) so pripravili v 1,5 mL epicah 
Eppendorf  z izpostavitvenima koncentracijama Ag 2 mg/L in 20 mg/L.  V prebavni sok 
so dodali še iztrebke v koncentraciji 100 mg iztrebkov/mL prebavnega soka. Nanodelce 
so v prebavni sok in prebavni sok z iztrebki dodali takoj pred inkubacijo, v vzorce z vodo 
pa 0,5 h pred koncem inkubacije, da bi bilo raztapljanje ND čim manjše. 
 
3.5 ANALIZA PODATKOV 
 
Analizo podatkov in izris grafov smo naredili v programu Excel 2016 (Microsoft Office 
Professional Plus 2016).  
 
3.5.1 Izračun pričakovane koncentracije Cu v žlezi 
 
Na podlagi podatkov o deležu Cu2+ v založni suspenziji CuO ND iz in vitro poskusa (3 
%) in literature (10 %, Bondarenko in sod., 2016) smo izračunali koncentracijo 
asimiliranega Cu v prebavni žlezi, če ne bi prišlo do raztapljanja Cu2+ s CuO ND in bi 
bila prisotna zgolj asimilacija ionov, ki so že prisotni v založni suspenziji (1). Poleg 
deleža ionov v suspenziji smo v izračunu uporabili še podatke iz prehranjevalnega 
poskusa s CuO ND (Priloga A, B; Jemec Kokalj in sod., neobjavljeno), ki so povprečna 
masa lista, ki so ga pojedle živali, povprečna masa žleze in podatek o izpostavitvenih 
koncentracijah Cu na listih (2000 µg/g lista in 5000 µg/g lista). 
 
konc. Cu v prebavi žlezi =  (delež Cu ionov v založni suspenziji ×  izpostavitvena konc. Cu ×
 povp. masa pojedenega lista)/(povp. masa prebavne žleze)                                                           ... (1) 
 
3.5.2 Izračun deleža raztopljenih ionov pred in po inkubaciji 
 
S podatki o povprečni celokupni koncentraciji kovin pred centrifugiranjem in kovinskih 
ionov v supernatantu po centrifugiranju istega vzorca, smo izračunali delež raztopljenih 
kovinskih ionov z ND (2). 
 
delež raztopljenih kovinskih ionov = (povp. konc. kovinskih ionov v supernatantu)/
(povp. celokupna konc. kovine)                                                                                                         … (2)
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4.1 REZULTATI POSKUSOV Z NANODELCI ZLATA (Au ND) 
 
4.1.1 Rezultati in vitro študije z Au ND: simulacija prebavnega soka 
 
V in vitro študiji smo simuliranemu prebavnemu soku dodali Au ND velikosti 20 nm in 
80 nm. Raztapljanje ND smo želeli dokazati s centrifugiranjem vzorcev po inkubaciji v 
prebavnem soku. Metoda ločevanja ionov od ND s centrifugiranjem je bila uspešna. 
Skoraj vsi Au ND so se po centrifugiranju posedli, medtem ko je bila koncentracija ionov 
v pozitivni kontroli (AuCl3) primerljiva pred in po centrifugiranju (Slika 10, 11). Ioni se 
s centrifugiranjem niso posedli oz vezali na stene ultracentrifugirk.  
 
 
Slika 10: Koncentracija Au (izpostavitvena konc. 8,25 mg/L) v vodi in v simuliranem prebavnem soku P. 
scaber. Stolpec prikazuje povprečje s standardno napako.

















v vodi                                                            v simuliranem prebavnem soku
pred inkubacijo po inkubaciji po inkubaciji s centrifugiranjem
izpostavitvena koncentracija Au 8,25 mg/L
Medvešček N. Transformacije nanodelcev v prebavnem traktu kopenskega raka enakonožca in vitro. 






Slika 11: Koncentracija Au (izpostavitvena konc. 82,5 mg/L) v vodi in v simuliranem prebavnem soku P. 
scaber. Stolpec prikazuje povprečje s standardno napako. 
 
V založni suspenziji Au ND ni bilo Au+, saj v vodi po centrifugiranju nismo izmerili 
ionov (Slika 10, 11). Tudi vrednosti Au po inkubaciji s centrifugiranjem v prebavnem 
soku so zelo nizke, kar pomeni, da se Au ND v prebavnem soku ne raztapljajo. Največji 
delež Au+ v prebavnem soku je bil v primeru Au ND velikosti 80 nm z začetno 
koncentracijo 8,25 mg/L. Delež Au+ po centrifugiranju je bil v tem primeru 6,22 %. 
Obenem se je teh istih ND v 10-krat višji začetni koncentraciji v prebavnem soku 
raztopilo manj, in sicer 0,62 % (Preglednica 6).  
 
Preglednica 6: Delež Au+ v vodi in simuliranem prebavnem soku P. scaber. PS- prebavni sok. 
Izpostavitvena konc. Au Sestava vzorca % Au+ po inkubaciji 
8,25 mg/L Voda + Au ND 20nm 1,43 
 PS + Au ND 20nm 1,67 
 Voda + Au ND 80nm 0,12 
 PS + Au ND  80nm 6,22 
 Voda + AuCl3 105,15 
 PS + AuCl3 92,10 
82,5 mg/L Voda + Au ND 20nm 0,98 
 PS + Au ND 20nm 2,15 
 Voda + Au 80nm 0,26 
 PS + Au 80 nm 0,62 
 Voda + AuCl3 107,91 

























v vodi                                                  v simuliranem prebavnem soku
pred inkubacijo po inkubaciji po inkubaciji s centrifugiranjem
izpostavitvena konc. Au 82,5 mg/L
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Ker smo opazili, da se je pri nekaterih primerih koncentracija Au po inkubaciji zvišala 
(Slika 10,11), smo želeli preveriti vzrok. Izvedli smo poskus, kjer smo vzorce izpostavili 
različnim časom (0, 30 min, 1h, 3 h in 5 h), nato pa smo pomerili koncentracijo kovine. 
Ugotovili smo, da ni bistvenih razlik v času inkubacije in tudi ni razlik med raztapljanjem 
ND v vodi in prebavnem soku (Slika 12). Spremembe v koncentraciji Au pred in po 
inkubaciji na Slikah 10 in 11  so torej eksperimentalna napaka pri izvedbi poskusa.
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4.1.2 Rezultati in vivo študije z Au ND: 14-dnevni prehranjevalni poskus 
 
V 14-dnevnem prehranjevalnem poskusu smo živali izpostavili Au ND velikosti 80 nm 
in soli ustrezajoče kovine, tj. AuCl3, ki jo imenujemo tudi pozitivna kontrola. Rezultati 
analize s sp-ICP-MS so pokazali, da so bili v vseh treh skupinah (kontrola, Au ND in 
AuCl3) zaznani 60 nm delci (Slika 13). 80 nm delce, katerim smo izpostavili živali, smo 
zaznali samo v primeru skupine, ki je bila hranjena s temi ND. Ti 80 nm delci so bili 
prisotni samo v preostanku živali in ne v žlezah (Slika 13). 
 
 
Slika 13: Rezultati sp-ICP-MS analize 14-dnevnega prehranjevalnega poskusa z Au. Velikost nanodelcev 
prisotnih v telesu in hepatopankreasu P. scaber. Oznake podatkov na sliki: ┴ - maksimalna in minimalna 
vrednost, × - povprečje, srednja črta - mediana, prekinjena črta - nominalna velikost Au ND uporabljenih 
v poskusu (80 nm), ° - osamelec, Preostanek - preostanek telesa, Hep. - hepatopankreas.  
 
Koncentracija Au ND (Slika 14) je bila v primeru kontrole in Au ND zelo podobna, kar 
nakazuje, da koncentracijsko število 80 nm delcev ni precej večje od ozadja (60 nm), ki 
je prisotno tudi v kontroli. Število ND je bilo v kontroli in Au ND večje v 
hepatopankreasu kot v preostanku telesa. V preostanku telesa skupine izpostavljene 
AuCl3 je bila koncentracija ND večja v preostanku telesa kot v hepatopankreasu.  
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Slika 14: Rezultati sp-ICP-MS analize 14-dnevnega prehranjevalnega poskusa z Au. Koncentracija delcev 
v telesu in hepatopankreasu P. scaber. Oznake podatkov na sliki: ┴ - maksimalna in minimalna vrednost, 
× - povprečje, srednja črta - mediana, ° - osamelec,  Preostanek - preostanek telesa, Hep.- hepatopankreas. 
 
4.2 REZULTATI POSKUSOV Z NANODELCI BAKROVEGA OKSIDA (CuO ND) 
 
4.2.1 Rezultati in vitro študije s CuO ND: simulacija prebavnega soka  
 
CuO ND, ki smo jih dodali simuliranemu prebavnemu soku, se v njem niso dodatno 
raztapljali. Delež prostih Cu2+ v prebavnem soku je bil namreč podoben deležu v vodi 
pred in po inkubaciji (Preglednica 7, Slika 15). Pri vzorcu Cu(NO3)2 v prebavnem soku 
je bil delež ionov po centrifugiranju manjši od meritev pred centrifugiranjem (Preglednica 
7). Ker so koncentracije pozitivne kontrole v vodi primerljive pred in po inkubaciji 
domnevamo, da se Cu2+ niso vezali na stene epruvet. 
 
Preglednica 7: Delež Cu2+ v vodi in simuliranem prebavnem soku P. scaber. Izpostavitvena konc. Cu – 
82,5 mg/L, PS- prebavni sok. 
Vzorec  
(izpost. konc. Cu 82,5 mg/L) % Cu2+ pred inkubacijo % Cu2+ po inkubaciji 
Voda + CuO ND  2,66 3,02 
PS + CuO ND 2,84 3,21 
Voda + Cu(NO3)2 100,31 101,80 
PS + Cu(NO3)2 90,88 85,93 
Medvešček N. Transformacije nanodelcev v prebavnem traktu kopenskega raka enakonožca in vitro. 





Slika 15: Koncentracija Cu v vodi in simuliranem prebavnem soku P. scaber. Izpostavitvena konc. Cu – 
82,5 mg/L, PS-prebavni sok. Stolpec prikazuje povprečje s standardno napako. 
V vzorcu pozitivne kontrole Cu(NO3)2 smo po centrifugiranju opazili moder pelet na steni 
centrifugirke (Slika 16). 
 
Slika 16: Pelet po centrifugiranju vzorca Cu(NO3)2 v simuliranem prebavnem soku. 
Preverili smo ali se Cu2+ morda povežejo s proteini v prebavnem soku in se posedejo. To 
smo dokazali s tem, da smo izmerili koncentracijo proteinov po centrifugiranju v 
prebavnem soku s koncentracijo BSA 5 g/L. Po centrifugiranju (Slika 17) smo opazili, da 


























Izpostavitvena koncentracija Cu 82,5 mg/L
pred inkubacijo pred inkubacijo s centrifugiranjem po inkubaciji po inkubaciji s centrifugiranjem
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Slika 17: Koncentracija BSA v simuliranem prebavnem soku pred in po centrifugiranju. Stolpec prikazuje 
povprečje s standardno napako. 
 
V nadaljevanju nas je zanimalo, ali na raztapljanje CuO ND vplivajo proteini (Slika 18). 
Ugotovili smo, da z naraščajočo koncentracijo proteinov ni razlike v raztapljanju CuO 
ND (Preglednica 8). V obeh primerih, brez in z proteini, je bil delež Cu2+ zelo majhen. 
 
 
Slika 18: Koncentracija Cu glede na različno koncentracijo proteinov BSA v simuliranem prebavnem soku 
P. scaber. Stolpec prikazuje povprečje s standardno napako. 









































+ CuO ND                                                            + Cu(NO3)2
pred inkubacijo pred inkubacijo s centrifugiranjem po inkubaciji po inkubaciji s centrifugiranjem
Proteinska sestava prebavnega soka z izpostavitveno konc. Cu 82,5 mg/L
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Preglednica 8: Delež Cu2+ pred in po inkubaciji CuO nanodelcev in Cu(NO3)2 v simuliranem prebavnem 
soku P. scaber z različno koncentracijo BSA proteinov. Izpostavitvena konc. Cu – 82,5 mg/L. 
 Vzorec 
(izpost. konc. Cu 82,5 mg/L) % Cu2+ pred inkubacijo % Cu2+ po inkubaciji 
PS (0 g/L BSA) + CuO ND 3,73 4,29 
PS (0,5 g/L BSA) + CuO ND 2,72 3,71 
PS (5 g/L BSA) + CuO ND 2,84 3,21 
PS (0 g/L BSA) + Cu(NO3)2 97,47 104,17 
PS (0,5 g/L BSA) + Cu(NO3)2 88,72 95,11 
PS (5 g/L BSA) + Cu(NO3)2 88,15 87,94 
 
V naslednjem poskusu smo ugotavljali, ali na raztapljanje CuO ND vpliva različna 
koncentracija surfaktantov. Ugotovili smo, da je delež raztopljenih Cu2+ enak pri vseh 
treh različnih koncentracijah SDS (Slika 19, Preglednica 9).  
 
 
Slika 19: Koncentracija Cu v simuliranem prebavnem soku P. scaber z različno koncentracijo surfaktanta 
SDS. Izpostavitvena konc. Cu – 8,25 mg/L. Stolpec prikazuje povprečje s standardno napako. 
 
Preglednica 9: Delež Cu2+ pred in po inkubaciji v simuliranem prebavnem soku P. scaber z različno 
koncentracijo SDS surfaktanta. 
 Vzorec  
(izpostavitvena konc.  
Cu 8,25 mg/L in 82,5 mg/L*) % Cu2+ pred inkubacijo % Cu2+ po inkubaciji 
PS (0,01 M SDS) + CuO ND* 2,84 3,21 
PS (0,05 M SDS) + CuO ND 1,87 3,87 
PS (0,1 M SDS) + CuO ND 2,28 4,25 

















Izpostavitvena konc. Cu 8,25 mg/L
pred inkubacijo pred inkubacijo s centrifugiranjem po inkubaciji po inkubaciji s centrifugiranjem
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4.2.2 Rezultati in vivo študije s CuO ND: 14-dnevni prehranjevalni poskus 
 
Celokupno koncentracijo Cu v žlezah smo primerjali s pričakovano akumulacijo Cu v 
primeru, da upoštevamo samo privzem prostih Cu2+ iz založne suspenzije CuO ND. 
Predpostavka, ki smo jo postavili je, da pride do asimilacije vseh ionov prisotnih v založni 
suspenziji. Upoštevali smo podatek o deležu prostih ionov v založni suspenziji CuO ND 
iz našega in vitro poskusa (3 %) in podatek iz literature (Bodarenko in sod., 2016), ki je 
9,2 % oziroma v našem primeru smo izbrali vrednost 10 %. Količina akumuliranega Cu 
je bila največja v primeru in vivo študije (Slika 20). 
 
 
Slika 20: Koncentracija Cu v prebavni žlezi v primeru izpostavljenosti živali CuO ND (izpostavitvene konc. 
Cu: 2000 µg/g lista in 5000 µg/g lista). Za 3 % in 10 % so prikazani predpostavljeni podatki asimilacije 
Cu v primeru, da se vseh 3 % oz. 10 % raztopljenih Cu2+ na listih asimilira in vrednosti Cu izmerjene v 








































Izpostavitvena koncentracija Cu na listih 
3 % Cu2+ 10 % Cu2+ Izmerjena vrednost v in vivo poskusu - 14 dni
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4.3 REZULTATI POSKUSOV Z NANODELCI SREBRA (Ag ND) 
 
4.3.1 Rezultati in vitro študije z Ag ND: simulacija prebavnega soka  
 
V zadnjem sklopu poskusov z ND smo z in vitro poskusom želeli preveriti vpliv tretjega 
možnega dejavnika na raztapljanje Ag ND, tj. organska snov oziroma mikroorganizmi v 
prebavnem traktu. Primerjali smo raztapljanje Ag ND (50 nm, s prevleko iz citrata) v 
destilirani vodi, prebavnem soku in prebavnem soku z iztrebki.  
 
Povprečna velikost Ag ND v vzorcih je bila med 35 in 45 nm (Slika 21), kar je blizu 
velikosti ND, ki smo jo dodali vzorcem (50 nm, nominalna velikost podana s strani 
proizvajalca). Velikost Ag ND v vodi pri konc. 20 mg/L je bila očitno večja kot velikost 
ND pri isti koncentraciji v prebavnem soku z in brez iztrebkov. Podobnega trenda pri nižji 
koncentraciji Ag ND ni bilo.  
 
 
Slika 21: Velikost Ag nanodelcev po inkubaciji v vodi, prebavnem soku in prebavnem soku z iztrebki. 
Stolpec prikazuje povprečje s standardno napako. 
 
Koncentracija Ag ND, z začetno izpostavitveno koncentracijo 20 mg/L, je bila nižja od 
celokupne izmerjene koncentracije Ag po inkubaciji tako v vodi kot v prebavnem soku (z 
iztrebki in brez). V primeru koncentracije 2 mg/L nismo opazili podobnega trenda, kar 





























Izpostavitvena koncentracija Ag ND
v vodi v prebavnem soku v prebavnem soku z iztrebki
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Slika 22: Koncentracija Ag po inkubaciji v vodi, prebavnem soku in prebavnem soku z iztrebki. Stolpec 

























v vodi v prebavnem soku                    v prebavnem soku z 
iztrebki
Celokupna koncentracija Ag Koncentracija delcev
Izpostavitvena koncentracija Ag ND
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4.3.2 Rezultati in vivo študije z Ag ND: 14-dnevni prehranjevalni poskus 
 
V analizi hepatopankreasa in preostanka živali smo v vseh skupinah dokazali prisotnost 
Ag ND razen v hepatopankreasu kontrolne skupine (Slika 23). V skupini, ki je bila 
izpostavljena ND, so bili na preostanku živali prisotni agregati 50 nm delcev, v prebavni 
žlezi pa ND velikosti 50 nm. 
 
 
Slika 23: Velikost Ag nanodelcev v hepatopankreasu in preostanku živali, ki so zaužile Ag ND in Ag-sol v 
14-dnevnem prehranjevalnem poskusu. Oznake podatkov na sliki: ┴ - maksimalna in minimalna vrednost, 
× - povprečje, srednja črta - mediana, prekinjena črta - nominalna velikost Ag ND uporabljenih v poskusu 
(50 nm), ° - osamelec, Preostanek – preostanek telesa, Hep.-hepatopankreas.
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Koncentracija ND je bila največja v skupini, ki se je prehranjevala z Ag ND (Slika 24). 
Nanodelci so bili prisotni še na preostanku živali, ki je bila izpostavljena Ag soli.  
 
 
Slika 24: Koncentracija Ag nanodelcev v hepatopankreasu in preostanku živali, ki so zaužile Ag ND in Ag-
sol v 14-dnevnem prehranjevalnem poskusu. Oznake podatkov na sliki: ┴ - maksimalna in minimalna 
vrednost, × - povprečje, srednja črta - mediana, ° - osamelec, Preostanek – preostanek telesa, Hep.-
hepatopankreas.
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V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti, kako simulirani prebavni sok P. scaber vpliva 
na raztapljanje nanodelcev kovin in kovinskih oksidov. Raziskovali smo raztapljanje treh 
ND z različnim potencialom raztapljanja: inertne Au ND, CuO ND z manjšim 
potencialom raztapljanja in Ag ND z velikimi potencialom raztapljanja. Protokol za 
simulacijo prebavnega soka smo zasnovali na podlagi dosedanjih študijah na enakonožcih 
(Zimmer in Topp, 1997; Zimmer, 2002; Romih in sod., 2016a) in in vitro študijah na 
morskem nevretenčarju Arenicola marina (Voparil in Mayer, 2000, 2004; Kalman in 
Turner, 2007). Rezultate raztapljanja ND v simuliranem prebavnem soku smo primerjali 
s podatki o akumulaciji kovin v prebavni žlezi P. scaber. Te smo pridobili v 14-dnevnem 
prehranjevalnem poskusu, v katerem so bili enakonožci izpostavljeni prej omenjenim 
ND. 
 
Dosedanje raziskave so pokazale, da organske komponente prebavnega soka (proteini in 
surfaktanti) morskih nevretenčarjev vplivajo na povečano raztapljanje kovin in organskih 
onesnažil iz sedimenta (Mayer in sod., 1996; Chen in Mayer, 1998; Chen in Mayer, 1999; 
Lawrence in sod., 1999; Voparil in Mayer, 2000, 2004; Kalman in Turner, 2007). Tudi 
nekateri ND se bolje raztapljajo v organsko bogatem mediju v primerjavi z vodo ali 
raztopino NaCl (Gunawan in sod., 2011). Zato smo postavili hipotezo, da se bodo 
določeni ND raztapljali bolje v prebavnem soku kot v vodi. Proces raztapljanja s proteini 
in surfaktanti naj bi potekal po mehanizmu nastanka kompleksov med kovino in 
ligandom, kot to opisujejo v in vitro poskusih raztapljanja kovin iz sedimenta (Chen in 
Mayer, 1998). Raziskovalci predvidevajo, da se raztapljanje ND poveča zaradi 
stabilizacije, zmanjšanja aglomeracije in povečane disperzije ND in njihovih agregatov 
ob vezavi organske snovi (Käkinen in sod., 2011; Zhong in sod., 2012; Miao in sod., 
2015).  
 
Naši rezultati so v primeru vseh treh ND pokazali, da se le ti v prebavnem soku dodatno 
ne raztapljajo. Za Au ND smo slednje pričakovali, saj so intertni. Nasprotno pa smo 
pričakovali, da se bodo v simuliranem prebavnem soku raztapljali CuO ND. V dosedanjih 
študijah s CuO ND različnih velikosti so namreč ugotovili, da se v organsko bogatem 
mediju raztapljajo bolje kot v vodi (Gunawan in sod., 2011; Miao in sod., 2015). Na 
primer v mediju s triptonom se je raztopilo kar 56-krat več CuO ND (Gunawan in sod., 
2011), v mediju z BSA pa 3-krat več CuO ND kot v vodi (Miao in sod., 2015). V in vitro 
poskusu raztapljanja CuO ND v prebavnem soku enakonožca smo prišli do drugačnih 
rezultatov. CuO ND se niso dodatno raztapljali v prebavnem soku, saj je bil delež 
raztopljenih Cu2+ po inkubaciji v soku praktično enak kot v vodi. Ne glede na 
koncentracijo BSA v prebavnem soku (0; 0,5 in 5 g/L) se delež Cu2+ po inkubaciji ni 
spremenil. Z višanjem koncentracije BSA smo namreč pričakovali, da bo opazen trend v 
povečanem raztapljanju CuO ND. Raztapljanje ND s proteini naj bi potekalo z že prej 
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omenjenim mehanizmom nastanka kompleksov med ND in ligandom. Proste 
aminokisline in aminokislinski ostanki v proteinih imajo različno število vezavnih mest 
za kovine. Tako so npr. histidinski ostanki odgovorni za 75 % sproščenega Cu s sedimenta 
v prebavnem soku A. marina (Chen in Mayer, 1998). O vezavi Cu s proteini smo sklepali 
na podlagi modro obarvanega peleta, ki smo ga opazili v vzorcu prebavnega soka s 
Cu(NO3)2. Takšnega peleta v vzorcu Cu soli v vodi po centrifuguranju ni bilo. V primeru 
raztapljanja CuO ND, o podobnem pojavu ne moremo govoriti z gotovostjo. Obstajajo 
razlike v transformaciji CuO ND in Cu soli v organsko bogatem mediju (Käkinen in sod., 
2011). Število prostih in biološko dostopnih Cu2+ se pri raztapljanju Cu(NO3)2 v 
prisotnosti organske snovi zmanjša. Mehanizem nastanka kompleksov je manj očiten pri 
CuO ND. Predvidevajo, da zaradi sočasnega raztapljanja CuO ND in vezave Cu2+ z 
ligandi (Käkinen in sod., 2011). Kljub temu da smo v našem poskusu pri Cu(NO3)2 opazili 
vezavo Cu na proteine, najverjetneje pri CuO ND ni prišlo do tega pojava, saj je delež 
Cu2+ praktično enak brez in z BSA. Ne moremo pa zagotovo trditi, ali je morda pri veliki 
koncentraciji proteinov prišlo do sočasnega povečanja raztapljanja Cu iz CuO ND in 
istočasno tudi do vezave na proteine. Raztapljanja CuO ND zaradi vezave s proteini z 
metodo AAS ne moremo dokazati. V ta namen bi morali uporabiti drugačno analitsko 
metodo za določanje prostih Cu2+, in sicer sp-ICP-MS. Tudi s povišanjem koncentracije 
surfaktantov SDS (10; 50 in 100 mM), nismo dokazali trenda povečanega raztapljanja 
CuO ND v simuliranem prebavnem soku.  
 
Raztapljanje na račun vezave ND z makromolekulami delno potrjuje samo poskus z Ag 
ND, katerega smo izvedli z metodo sp-ICP-MS. V poskusu z višjo koncentracijo Ag ND 
(20 mg/L) smo opazili trend povečanega raztapljanja Ag ND v prebavnem soku v 
primerjavi z raztapljanjem ND v vodi. Tudi premer Ag ND je bil v prebavnem soku 
manjši od premera ND v vodi. Organska snov po literaturi z vezavo z ND zmanjša njihovo 
efektivno dinamično velikost, zaradi česar se poveča njihovo raztapljanje (Miao in sod., 
2015). Zmanjšano povprečno velikost ND so dokazali pri CuO ND v primeru izpostavitve 
različnim organskim snovem (alginat, BSA in zunajcelični polimeri). Ta ugotovitev bi 
lahko razložila tudi manjšo velikost Ag ND v prebavnem soku, vendar le pri višji 
koncentraciji. To bi pomenilo, da so se Ag ND pri tej koncentraciji v prebavnem soku 
zmanjšali oz. raztapljali. Pri nižji koncentraciji Ag ND (2 mg/L) se trend povečanega 
raztapljanja in zmanjšane velikosti ND ni ponovil. Dejansko bi glede na literaturo 
pričakovali, da bi bilo raztapljanje pri nižji koncentraciji ND večje  (Baek in An, 2011). 
Velikost ND pri višji koncentraciji Ag ND v vodi je zato lahko rezultat eksperimentalne 
napake, npr. zaradi prisotnost nečistoč v vodi in posledično nastanka agregatov. Poskus 
bi bilo zato potrebno ponoviti še na večjem številu koncentracij Ag. Zaradi omejenega 
dostopa do sp-ICP-MS in dolgotrajnosti analiz, slednjih v okviru naloge nismo mogli 
izvesti. Glede na to da je biokemijska sestava prebavnega soka  enakonožca še neznana, 
bi bilo smiselno poskuse z Ag- in CuO ND ponoviti še z drugimi komercialnimi proteini 
in surfaktanti. 
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Na raztapljanje nanodelcev zelo verjetno vplivajo mikroorganizmi v prebavnem traktu 
enakonožcev. Vpliv mikroorganizmov je lahko posreden, preko zunajceličnih polimerov, 
ki jih sintetizirajo. Slednji imajo npr. dokazano veliko kapaciteto za vezavo Cu in so 
učinkoviti pri raztapljanju CuO ND (Miao in sod., 2015). Z iztrebki (mikroorganizmi, 
organski ostanki) dodanimi prebavnem soku smo se želeli čim bolj približati sestavi 
prebavnega soka. In vitro poskusov s CuO ND in iztrebki nismo mogli izvesti, ker AAS 
tehnika ne omogoča ločevanja med delci in ioni. Prav tako nismo mogli narediti sp-ICP-
MS analize s CuO ND, ker sodelavci iz tujine niso imeli optimizirane metode za te ND. 
Smo pa s sp-ICP-MS lahko analizirali vpliv iztrebkov na raztapljanje Ag ND. Izkazalo se 
je, da iztrebki niso vplivali na dodatno raztapljanje Ag ND, zaradi česar ne moremo 
sklepati o vplivu mikroorganizmov na raztapljanje ND.  
 
Rezultati in vitro poskusov so bili primerljivi z rezultati pridobljenimi v in vivo poskusu 
v primeru Au ND, saj se v obeh primerih Au ND niso raztapljali. Koncentracija Au ND 
je bila v živalih kontrolne skupine podobna tisti pri skupini izpostavljeni Au ND, iz česar 
smo sklepali, da ni prišlo do dodatnega raztapljanja Au ND v prebavnem traktu raka. 
Medtem ko z in vitro poskusom nismo dokazali raztapljanja CuO ND, so to potrdili 
rezultati prehranjevalni poskusov (Jemec Kokalj in sod., neobjavljeno). V in vivo poskusu 
s CuO ND so raki v prebavni žlezi namreč akumulirali več Cu, kot bi ga v primeru 
popolne asimilacije prostih ionov, ki so prisotni v založni suspenziji CuO ND. Živali, ki 
so bile v prehranjevalnem poskusu izpostavljene koncentraciji Cu 2000 µg/g lista so 
akumulirale okoli 1-krat do skoraj 4-krat več Cu, v primeru izpostavitve višji 
koncentraciji Cu, 5000 µg/g lista, pa tudi do okoli 5-krat več. Enako so ugotovili tudi 
Golobič in sod. (2012). Delež raztopljenih Cu2+ je bil v suspenziji CuO ND zelo nizek, 
manjši kot 0,1 %. Tako nizek delež biološko dostopnega Cu pa ni bil v skladu z rezultati 
akumuliranega Cu v P. scaber. Zaključili so, da se delci v prebavnem traktu raztapljajo 
in izračunali, da naj bi se na račun raztopljenih ionov iz CuO ND akumuliralo 99,6 % Cu. 
Do podobne ugotovitve so prišli tudi v študiji z Zn ND, kjer je bil ta delež do 97 % 
akumuliranega Zn (Pipan-Tkalec 2010). V našem primeru je delež asimiliranega Cu na 
račun raztapljanja ND ob upoštevanju 3 % Cu2+ v založni suspenziji CuO ND do 81 % 
(5000 µg/g lista). V primeru 10 % Cu2+ v založni suspenziji CuO ND je delež manjši, in 
sicer do 38 % (5000 µg/g lista) vsega asimiliranega Cu. Zato lahko zaključimo, da je do 
akumulacije Cu v prebavni žlezi v prehranjevalnem poskus prišlo tudi na račun 
raztapljanja CuO ND v prebavnem traktu.  
 
sp-ICP-MS metodo smo želeli dokazati, da se ND ne kopičijo v prebavni žlezi. To smo 
dokazali v poskusu z Au ND (80 nm). V vseh treh skupinah (kontrola, Au ND in AuCl3) 
smo izmerili 60 nm ND. To so ND, ki so v organizmu nastali sekundarno iz Au+. 80 nm 
ND smo izmerili samo v preostanku in ne v prebavni žlezi živali, ki so bile tem ND 
izpostavljene. To je dokaz, da se ND, ki smo jih uporabili v poskusu, ne kopičijo v žlezi. 
V kontrolni skupini in skupini izpostavljeni Au ND smo v hepatopankreasu izmerili višjo 
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koncentracijo ND kot v preostanku živali. Pričakovali bi višjo koncentracijo ND nastalih 
iz Au+ v pozitivni skupini (AuCl3) kot v preostalih dveh skupinah. So pa zelo verjetno 
sekundarni ND nastali na površini živali v pozitivni skupini, kar sklepamo na podlagi 
visoke koncentracije delcev. Rezultati in vivo poskusa z Ag ND pa so nasprotno z našimi 
pričakovanji in prejšnjimi študijami (Pipan-Tkalec in sod., 2011) pokazali prisotnost ND 
v žlezi. V skupini, ki je bila izpostavljena Ag ND, so bili na preostanku živali prisotni 
agregati 50 nm delcev, poleg tega smo ND te velikosti izmerili tudi v hepatopankreasu. 
Z nadaljnjimi poskusi je potrebno ugotoviti, ali je razlog za te rezultate eksperimentalna 
napaka, kar so predlagali tudi partnerji iz tujine, kjer so bile opravljene analize. Možna 
napaka je v načinu razklopov teh vzorcev z bazo TMAOH. Obstaja verjetnost, da ND 
nastanejo ob stiku s to bazo. Izpostaviti je potrebno, da je analitski pristop z uporabo sp-
ICP-MS dokaj nov in metodologija merjenja bioloških vzorcev še ni optimalna. Zato 
obstaja vrsto neznank, ki jih bo v prihodnosti potrebno odpraviti za pridobivanje bolj 
verodostojnih rezultatov. 
 
Zaključujemo, da uporabljena in vitro simulacija raztapljanja ND v prebavnem soku 
enakonožca ne simulira dejanskega raztapljanja ND, ki se zgodijo pod in vivo pogoji. 
Glede na to, da so uporabnost in vitro pristopa že dokazali na primeru vretenčarjev 
(Walczak in sod., 2013, 2015) je smiselno nadaljevati tovrstne študije tudi na 
nevretenčarskih sistemih.
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6 SKLEPI  
 
1. V in vitro poskusih nismo dokazali povečanega raztapljanja Au-, CuO- in Ag-ND 
v prebavnem soku v primerjavi z vodo. Rezultati so bili pričakovani za inertne Au 
ND, za CuO- in Ag ND pa ne. 
 
2. Z rezultati in vitro poskusov ne moremo potrditi, da je raztapljanje teh nanodelcev 
odvisno od vezave z makromolekulami (proteini BSA in surfaktanti SDS) v 
simuliranem prebavnem soku uporabljenem v nalogi.  
 
3. Rezultati in vitro poskusov z Au ND so bili primerljivi z rezultati pridobljenimi v 
in vivo poskusu. Za CuO- in Ag ND pa slednjega nismo pokazali.  
 
4. Z uporabo sp-ICP-MS tehnike smo dokazali, da se Au ND ne kopičijo v prebavni 
žlezi. V in vivo poskusu z Ag ND pa smo dobili lažno pozitivne rezultate, zato je 
potrebna nadaljnja optimizacija protokola razklopa vzorcev.
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Enakonožci so primerni modelni organizmi za študije transformacij nanodelcev (ND), saj 
v svojih tkivih kopičijo visoke količine kovin, glavna pot vnosa kovin pa je preko 
prebavil. V dosedanjih prehranjevalnih poskusih z enakonožcem Porcellio scaber so na 
podlagi kopičenja kovin v prebavni žlezi in količino prvotno dosegljivih kovinskih ionov 
sklepali, da se ND v prebavnem traktu dodatno raztapljajo. V magistrski nalogi smo želeli 
ugotoviti, kako se spremeni raztapljanje Au-, CuO- in Ag ND v simuliranem prebavnem 
soku enakonožca. Predvidevali smo, da organske komponente simuliranega prebavnega 
soka, proteini BSA (goveji serumski albumin), surfaktanti SDS (natrijev dodecilsulfat) in 
iztrebki (vir mikroorganizmov in organske snovi) vplivajo na raztapljanje ND. Rezultate 
in vitro poskusov smo primerjali z rezultati prehranjevalnih poskusov, ki smo jih naredili 
z istimi ND.  
 
Au ND se v simuliranem prebavnem soku niso dodatno raztapljali, kar je bilo v skladu s 
predpostavko o njihovi inertnosti. V nasprotju z našimi pričakovanji prisotnost BSA in 
SDS ni povečala raztapljanja CuO ND. Na podlagi poskusov z Ag ND nismo mogli 
postaviti zaključka, da se ND v prebavnem soku raztapljajo. Ag ND so se pri višji 
koncentraciji v simuliranem prebavnem soku raztapljali bolje kot v vodi. Razlog za to bi 
bil lahko v nastanku kompleksov z organskimi komponentami. Pri 10-krat nižji 
izpostavitveni koncentraciji Ag, povečanega raztapljanja v prebavnem soku ni bilo. Tudi 
iztrebki niso dodatno vplivali na raztapljanje Ag ND, kar smo dokazali z uporabo tehnike 
sp-ICP-MS. Z rezultati in vitro poskusov s CuO- in Ag ND, zato ne moremo potrditi 
hipoteze, da je raztapljanje odvisno od vezave z makromolekulami. Rezultati in vitro in 
in vivo poskusov so bili primerljivi le v primeru Au ND. Z metodo sp-ICP-MS smo 
dokazali, da se Au ND ne kopičijo v žlezi. Za CuO- in Ag ND primerljivosti med poskusi 
nismo dokazali. V prehranjevalnem poskusu z Ag ND smo dobili lažno pozitivne 
rezultate, v prebavni žlezi smo namreč izmerili Ag ND. Verjetno gre za eksperimentalno 
napako v razklopu vzorcev z bazo TMAOH. 
 
Predlagamo nadaljnje raziskave z Ag- in CuO ND, uporabo drugih komercialnih 
proteinov in surfaktantov, uporabo bolj napredne metode sp-ICP-MS in optimizacijo 
protokola za razklop vzorcev.
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V Prilogi A in B so predstavljeni podatki, pridobljeni v prehranjevalnem poskusu s P. 
scaber in CuO ND. Podatke smo uporabili pri izračunu asimilacije Cu v prebavni žlezi. 
 
Priloga A: Podatki 14-dnevnega prehranjevalnega poskusa s CuO ND (izpostavitvena konc. 2000 µg/g suhe 
hrane). (Jemec Kokalj in sod., neobjavljeno) 



















1 17,1 0,34 0,098 1,716 16410 
2 8 0,56 0,085 1,497 8690 
3 20,6 0,31 0,072 1,256 13170 
4 29,9 0,3 0,063 1,109 12010 
5 48,7 0,51 0,156 2,733 17420 
6 22,2 0,58 0,092 1,611 9029 
7 15,5 0,29 0,07 1,234 13830 
Povprečje 23,14 0,41 0,091 1,594 12937 
 
 
Priloga B: Podatki 14-dnevnega prehranjevalnega poskusa s CuO ND (izpostavitvena konc. 5000 µg/g suhe 
hrane). (Jemec Kokalj in sod., neobjavljeno) 




















1 1,7 0,25 0,071 1,239 16110 
2 8 0,3 0,086 1,501 16260 
3 1,2 0,15 0,064 1,115 24170 
4 0,1 0,45 0,087 1,519 10970 
5 8,3 0,53 0,154 2,703 16570 
6 1,5 0,23 0,088 1,536 21710 
7 18,9 0,52 0,17 2,989 18680 
8 21,5 0,49 0,1 1,764 11700 
Povprečje 7,65 0,36 0,103 1,796 17021,25 
 
